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1.1 El ciclo celular 
El ciclo celular es una sucesión ordenada de procesos que conducen a la 
duplicación de una célula. Originalmente, este proceso se dividió en dos etapas: 
interfase y mitosis (1). La interfase comprende dos fases de crecimiento celular (G1 
y G2), entre las que tiene lugar la duplicación del ADN durante la denominada fase 
de síntesis o fase S. Durante G1, la célula se prepara para la síntesis del ADN; 
mientras que en G2, se prepara para poder llevar a cabo la mitosis (2). Tras la 
duplicación del material genético, cada cromosoma está constituido por dos 
cromátidas hermanas, que inicialmente se mantienen unidas entre sí por un 
complejo conservado de proteínas denominadas cohesinas (3, 4). A continuación, 
durante la mitosis, se produce la distribución del material genético duplicado (5). 
Para la segregación de los cromosomas, es fundamental en todos los eucariotas la 
formación del huso mitótico, un haz bipolar de microtúbulos que actúa como la 
maquinaria responsable, en última instancia, del reparto del material genético 
entre las células hijas resultantes de la división celular (5). Los centrosomas, o los 
cuerpos polares del huso (SPBs) en el caso de S. cerevisiae, son clave en el 
ensamblaje y la organización del huso. Se trata de centros organizadores de 
microtúbulos que se sitúan en polos opuestos del huso en células mitóticas, y 
desde los que nuclean los microtúbulos que forman el mismo (6). 
Las distintas etapas en las que se divide la mitosis eucariota se definen típicamente 
en base a los sucesivos eventos cromosómicos (Figura I1) (5). Durante profase, 
empieza la condensación de los cromosomas y el huso comienza a ensamblarse. En 
prometafase, la envuelta nuclear se desintegra (en el caso de eucariotas superiores, 
que llevan a cabo una mitosis abierta) y los cromosomas son capturados por el 
huso. En S. cerevisiae, no existe una distinción clara entre profase y prometafase, 




no se desintegra, por lo que los SPBs permanecen embebidos en la membrana 
nuclear y la distribución del material genético tiene lugar dentro del núcleo (6-8). 
En metafase, los cromosomas se sitúan en la zona media del huso gracias a su 
unión a microtúbulos provenientes de polos opuestos del mismo, un estado 
conocido como bi-orientación de los cromosomas. Cuando todos los cromosomas 
se han unido correctamente a los microtúbulos del huso en metafase, se permite la 
separación de las cromátidas hermanas hacia polos opuestos de la célula durante 
anafase. Una vez distribuidos los cromosomas, en telofase, el huso mitótico se 
desensambla, los cromosomas se descondensan y, en el caso de células de 
eucariotas superiores, tiene lugar la reorganización de la envoltura nuclear (5, 8). 
Tras la citocinesis, el contenido citoplasmático de la célula original se divide entre 
las células resultado de la duplicación, generándose de este modo finalmente dos 
células independientes (9). La determinación del plano de división diverge entre 
distintos organismos. En células animales, el plano de división se establece durante 
anafase, a través de la posición del huso. En el caso de S. cerevisiae, sin embargo, el 
plano de división se determina al final de G1, antes de la duplicación de los SPBs, y 






Figura I1. El ciclo celular en células de metazoos (A) y de Saccharomyces cerevisiae (B). (A) La 
cromatina replicada en interfase se condensa durante profase. Posteriormente, los cinetocoros se 
ensamblan en las regiones centroméricas de los cromosomas. Tras la ruptura de la envuelta nuclear, 
durante prometafase, los cinetocoros se unen a los microtúbulos del huso. En metafase, los 
cromosomas se bi-orientan y se alinean en la zona media del huso, formando la placa metafásica. 
Durante anafase, las cromátidas hermanas se transportan hacia polos opuestos del huso. 
Subsecuentemente, durante telofase, las masas de ADN se descondensan y la envuelta nuclear se 
forma de nuevo para generar los dos núcleos de las células hijas. Imagen adaptada de (10). (B) S. 
cerevisiae presenta un patrón de división asimétrico caracterizado por la aparición de una gema que 
dará lugar a la célula hija como consecuencia del crecimiento polarizado de la célula madre. La 
replicación del ADN ocurre en la fase S, junto con la duplicación de los SPBs. En la fase M (mitosis) 
se produce la distribución equitativa de los cromosomas entre la célula madre y la nueva célula hija, 
sin que ocurra el desensamblaje de la membrana nuclear (mitosis cerrada). La mitosis finaliza 
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1.2 Regulación de la segregación cromosómica 
Durante el proceso de división celular por mitosis, es esencial que la célula hija 
mantenga el mismo contenido genómico que la célula madre. Para ello, el genoma 
tiene que ser fielmente duplicado y repartido equitativamente entre las células 
hijas. Fallos en el reparto del material genético pueden provocar que las células 
hereden un número incorrecto de cromosomas, y que surjan problemas de 
aneuploidía, una condición que se caracteriza porque las células portan un número 
de cromosomas que no es un múltiplo exacto de un contenido genético haploide 
(11-13).  
Para la correcta segregación de los cromosomas es esencial el mantenimiento de la 
cohesión entre las cromátidas hermanas desde la replicación hasta que se permite 
su distribución a polos opuestos del huso durante anafase. La segregación 
cromosómica es mediada por los microtúbulos del huso, que se unen mediante sus 
extremos (+) a los cinetocoros de los cromosomas (Figura I1A) (11). El cinetocoro 
es una estructura proteica que posibilita la unión del ADN centromérico al huso 
mitótico, y sobre la que se aplican las fuerzas generadas por los microtúbulos para 
permitir el movimiento de los cromosomas (14). El cinetocoro puede dividirse en 
dos partes: el cinetocoro interno y el externo (10). Las proteínas del cinetocoro 
interno interaccionan con la cromatina centromérica, mientras que las proteínas 
del cinetocoro externo contribuyen a la unión microtúbulo-cinetocoro (10). 
Aunque existen contribuciones adicionales de proteínas de unión al ADN o a 
microtúbulos específicas de especie, los componentes fundamentales del núcleo 
del cinetocoro están conservados entre eucariotas (14, 15). Así, el cinetocoro 
interno está formado principalmente por la red CCAN (Constitutive Centromere-
Associated Network), constituida por las proteínas Cse4/CENP-A, Mif2/CENP-C y 
Cnn1/CENP-T, mientras que el cinetocoro externo está formado por la red KMN, 
constituido por Spc105/KNL1 así como por los complejos Ndc80 y Mtw1/Mis12 






Figura I2. Representación esquemática de la estructura del cinetocoro de S. cerevisiae (A) y 
humanos (B). En S. cerevisiae, las proteínas de unión a ADN (incluyendo las histonas específicas de 
centrómero Cse4, CBF1, CBF3 y el complejo que contiene a Cnn1) interaccionan con el ADN 
centromérico, frecuentemente de una manera específica de secuencia (en las regiones conocidas 
como CDEI, CDEII y CDEIII). En células humanas, los nucleosomas que contienen CENP-A, CENP-T y 
CENP-C interaccionan con el ADN centromérico, aunque no se han identificado interacciones 
específicas de secuencia. Existen otras proteínas de la red CCAN (representadas en gris) que se 
encuentran en el centrómero a lo largo del ciclo. Todas estas forman la base sobre la que se 
ensambla el cinetocoro externo, cuyo núcleo es la red KMN (representada en rojo). Las 
interacciones ocurren de manera directa entre Mif2/CENP-C y el complejo Mtw1/Mis12, y entre 
Cnn1/CENP-T y Ndc80, anclando el cinetocoro externo al centrómero durante la mitosis. Sobre este 
núcleo, se reclutan proteínas adicionales como las implicadas en el punto de control de ensamblaje 
del huso (representadas en amarillo) o las necesarias para la unión microtúbulo-cinetocoro (Dam1 
en (A) y SKA en (B), representadas en lila). Imagen adaptada de (16). 
 
Existen varias posibilidades en relación al establecimiento de uniones 
microtúbulo-cinetocoro, ya que los cinetocoros de las cromátidas hermanas 
pueden unirse a microtúbulos que emanan de cualquiera de los polos del huso 
(Figura I3). Las cromátidas hermanas se bi-orientan cuando cada una de ellas se 
une a microtúbulos que emanan de un polo opuesto del huso. A las uniones que 
conducen a la bi-orientación de los cromosomas se les denomina anfitélicas. Entre 
las uniones mono-orientadas, se encuentran las uniones monotélicas (sólo uno de 
los cinetocoros del cromosoma está unido a microtúbulos) y las sintélicas (ambas 





















número de microtúbulos que se une por cinetocoro varía entre organismos, siendo 
de sólo uno en el caso de S. cerevisiae, aproximadamente tres en 
Schizosaccaromyces pombe, y de hasta alrededor de treinta en las células de 
mamífero. Por tanto, en la mayoría de los organismos, pueden unirse microtúbulos 
que emanan del mismo polo a los cinetocoros de ambas cromátidas hermanas, 
formando uniones merotélicas (11).  
Sólo las uniones anfitélicas conducen de forma segura a una segregación correcta 
de los cromosomas, por lo que las células deben garantizar esta bi-orientación de 
las cromátidas hermanas antes del inicio de anafase (11). Para ello, las células 
cuentan con dos mecanismos celulares de vigilancia fundamentales: el punto de 
control de ensamblaje del huso mitótico (Spindle Assembly Checkpoint; SAC), que 
detecta el estado de unión de los cinetocoros y previene el inicio de anafase hasta 
que todos los cinetocoros estén unidos a microtúbulos del huso (17), y el 
mecanismo de corrección de errores, que detecta, desestabiliza y corrige las 
uniones sintélicas y las merotélicas (18, 19), garantizando la bi-orientación de los 
cromosomas. 
 
Figura I3. Tipos de unión de los cromosomas al huso. Unión anfitélica: cada cromátida hermana 
está unida a microtúbulos que emanan de polos opuestos del huso. Unión monotélica: una de las 
cromátidas hermanas no está unida a microtúbulos, y la otra permanece unida a microtúbulos de 
un solo polo del huso. Unión sintélica: ambas cromátidas hermanas están unidas a microtúbulos 
que emanan del mismo polo del huso. Unión merotélica: una única cromátida hermana está unida a 




1.2.1 Punto de control de ensamblaje del huso (SAC) 
La progresión del ciclo celular está estrictamente controlada a través de la 
degradación de proteínas que actúan como reguladores críticos de las diferentes 
etapas de la mitosis (21). En 1995, se identificó el complejo promotor de 
anafase/ciclosoma (Anaphase Promoting Complex/Cyclosome; APC/C), una ligasa 
E3 de ubiquitina que marca sustratos específicos para su degradación por el 
proteasoma 26S (22). La actividad APC/C depende de dos cofactores: Cdc20 y 
Cdh1, que permiten al APC/C seleccionar las dianas específicas para su 
ubiquitinación. Cdc20 es un activador esencial durante la mitosis, cuando la 
actividad Cdk1 es alta, mientras que Cdh1 lo es durante la salida de mitosis y en 
interfase (21, 23). 
Durante la entrada en mitosis, APC/C es activado fundamentalmente mediante su 
unión a Cdc20. Sin embargo, frente a condiciones mitóticas aberrantes, como 
cuando existen cromátidas no unidas a microtúbulos del huso, la actividad ligasa 
E3 de APC/CCdc20 es inhibida gracias al SAC, que evita la separación de las 
cromátidas hermanas y la transición metafase-anafase (24). De forma destacada, la 
presencia de un único cinetocoro sin unir a microtúbulos (un cinetocoro vacío) 
produce una señal que es suficiente para bloquear la progresión de la mitosis (25, 
26). El SAC está constituido por las quinasas de serina/treonina Mps1 (Monopolar 
spindle 1) y Bub1 (Budding uninhibited by benzimidazole 1), así como por una serie 
de componentes no enzimáticos, entre los que se encuentran Mad1 (Mitotic arrest 
deficient 1), Mad2, Bub3 y la pseudo-quinasa BUBR1 (BUB1-related) en humanos o 
Mad3 en S. cerevisiae (la cual, a diferencia de BUBR1, carece del dominio quinasa) 
(14, 27).  
El SAC tiene como diana a Cdc20 (28) y, específicamente, regula de manera 
negativa la capacidad de este cofactor para activar la poliubiquitinación 
dependiente del APC/C de dos sustratos claves: la ciclina B (29) y la securina (30), 
previniendo así la destrucción de estas dos proteínas por el proteasoma 26S 




conocida como separasa. La separasa se requiere para proteolizar el complejo de 
cohesinas que mantiene juntas las cromátidas hermanas y permitir que se ejecute, 
de esta forma, la transición metafase-anafase y la subsecuente separación de los 
cromosomas. Por otra parte, la proteólisis de la ciclina B inactiva la principal 
quinasa mitótica, Cdk1, lo cual promueve la salida de mitosis (32). El SAC previene 
esta cadena de eventos mediante el secuestro de Cdc20, prolongando la metafase 
hasta que todos los cromosomas se hayan unido correctamente constituyendo la 
placa metafásica. El SAC es inhibido una vez que se ha logrado la bi-orientación de 
los cromosomas, tras lo cual las células son liberadas del bloqueo mitótico y se 
permite la transición metafase-anafase y la salida de mitosis (31, 33, 34). 
 
Figura I4. Relación entre el SAC y la maquinaria del ciclo celular. Durante prometafase, los 
cinetocoros que no están unidos a microtúbulos activan el SAC, que inhibe la capacidad de Cdc20 
para activar al APC/C y, de esta forma, previene la transición metafase-anafase y la salida de mitosis. 
En metafase, cuando todos los cinetocoros están unidos a microtúbulos, APC/CCdc20 ubiquitina a la 
securina y la ciclina B, activando a la separasa e inactivando a Cdk1, respectivamente. La separasa 
entonces corta los complejos de cohesinas que mantienen unidas a las cromátidas hermanas e 
inicia, consecuentemente, la separación de las mismas. La inactivación de Cdk1, por su parte, 
conduce a la desfosforilación de los sustratos de Cdk1 por proteínas fosfatasas y, por lo tanto, 























1.2.1.1 Activación del SAC 
En respuesta a cinetocoros no unidos a microtúbulos, el SAC cataliza la formación 
de un complejo inhibitorio de Cdc20 denominado MCC (Mitotic Checkpoint 
Complex), que se comporta como el efector de la ruta e inhibe al APC/C. El MCC es 
un heterotetrámero que está formado por las proteínas Mad2, Bub3 y 
Mad3/BUBR1, así como por el propio Cdc20 (Figura I5) (35). 
El MCC se ensambla a partir de dos subcomplejos: Cdc20-Mad2 y Mad3/BUBR1-
Bub3. Mientras que la formación del subcomplejo Cdc20-Mad2 es catalizada en 
respuesta a cinetocoros vacíos (no unidos a microtúbulos), el subcomplejo 
Mad3/BUBR1-Bub3 existe a través de todo el ciclo celular, y su ensamblaje no 
parece estar regulado (17). El paso clave en la formación del MCC es la activación 
conformacional de Mad2 desde su forma “abierta” (O-Mad2; sin capacidad de 
unión a Cdc20) a su forma “cerrada” (C-Mad2; con capacidad de unión a Cdc20). La 
conversión de Mad2 citosólico desde el estado abierto al cerrado es catalizada por 
el subcomplejo Mad1-C-Mad2, presente en los cinetocoros vacíos. Este cambio de 
conformación permite su unión a una molécula de Cdc20, que a su vez genera una 
ligera modificación conformacional en Mad2 (36). El complejo Cdc20-C-Mad2 
resultante se libera del cinetocoro. Tanto el complejo Mad1-C-Mad2 que 
permanece en el cinetocoro como el complejo Cdc20-C-Mad2 liberado pueden 
interaccionar con otras moléculas de O-Mad2. Con esto se consigue una 
retroalimentación positiva que amplifica la señal inhibitoria de anafase 
rápidamente, al secuestrar a Cdc20 e impedir de esta forma la actividad del APC/C 
(37, 38). Además, la incorporación de Cdc20 en el MCC promueve su propia 
ubiquitinación por el APC/C y permite la eliminación del exceso de Cdc20 no 







Figura I5. Principios de activación del SAC. Durante las etapas iniciales de la mitosis, los 
cinetocoros no unidos a microtúbulos del huso catalizan la formación del complejo MCC. C-Mad2, 
generado a través de la interacción de O-Mad2 con el complejo Mad1-C-Mad2, se une a Cdc20, 
posiblemente mediante una conformación intermediaria y, a continuación, a Mad3/BUBR1-Bub3. El 
MCC inhibe la actividad de APC/C hasta que todos los cromosomas estén bi-orientados en metafase, 
impidiendo la poliubiquitinación de la securina y la ciclina B. 
 
Estudios mecanísticos y estructurales de la activación de Mad2 en el cinetocoro 
han proporcionado datos claves sobre las etapas finales de la activación del SAC. 




































punto de control es enviada a los cinetocoros no unidos a microtúbulos, no están 
del todo esclarecidos. Se sabe que la fosforregulación juega un papel fundamental, 
y que la contribución de la quinasa Mps1 es esencial para el reclutamiento de todos 
los demás componentes del SAC al cinetocoro (14). En concreto, la fosforilación de 
Spc105/KNL1 (una proteína de la red KMN, presente en el cinetocoro externo) por 
Mps1 crea un sitio de acoplamiento para Bub1 y Bub3 (40). La localización de Bub1 
en el cinetocoro es necesaria y suficiente para atraer a Bub3 y Mad3/BUBR1, así 
como a MAD1, aunque el mecanismo molecular está menos definido (14). En 
células humanas, MAD1 podría requerir un receptor adicional. Un candidato es el 
complejo RZZ (Rod-Zwilch-Zw10), presente principalmente en metazoos (41), y 
cuya localización depende de Aurora B y MPS1 (42, 43). En S. cerevisiae, se ha 
demostrado que Bub1 es fosforilada por Mps1 para reclutar e interaccionar con 
Mad1 (44). Además, Mad2 podría funcionar como co-receptor ya que se requiere 
para la localización de Mad1, al contrario de lo que sucede en otros organismos 
(11). 
 
1.2.1.2 Silenciamiento del SAC 
Considerando que la activación del SAC en el cinetocoro es dependiente de 
fosforilación, es razonable suponer que la actividad de una fosfatasa sea esencial en 
el silenciamiento de este punto de control. Entre los componentes del SAC, la 
quinasa Mps1/MPS1 fosforila a Spc105/KNL1 para promover el reclutamiento de 
las demás proteínas (11, 40). La fosfatasa PP1 es reclutada al cinetocoro mediante 
su interacción con Spc105/KNL1 (45, 46). En S. cerevisiae, PP1 ejerce un papel 
fundamental en la inhibición del SAC, revirtiendo la fosforilación mediada por 
Mps1 para liberar a Bub1-Bub3 y la fosforilación de sustratos de Ipl1 para 
estabilizar las uniones microtúbulo-cinetocoro correctas (40, 45, 47, 48). En células 
de mamífero, la fosfatasa que contrarresta la fosforilación por MPS1 de KNL1 es 
PP2A-B56, que se asocia a BUBR1 (49). Esta fosfatasa adicionalmente se opone, 




resultados sugieren que la red KMN, y Spc105/KNL1 en particular, actúan tanto en 
la activación del SAC como en la extinción de la señal generada por el mismo (14). 
En células humanas, la dineína contribuye de manera importante al silenciamiento 
del SAC, transportando a los componentes de este punto de control desde los 
cinetocoros hacia los extremos (-) de los microtúbulos (14). Si bien está claro que 
MAD1, MAD2 y Spindly (proteína que se requiere para la unión de la dineína a los 
cinetocoros) son transportados por la dineína (53, 54), existen datos 
contradictorios con respecto a BUB1, BUB3 y BUBR1 (53, 55, 56). Recientemente, 
se ha demostrado que incluso las proteínas HEC1 y MIS12 de la red KMN son 
transportadas hacia los polos del huso mediante la dineína (56). Sin embargo, este 
proceso puede que no sea el principal en el bloqueo de la producción de complejos 
MCC cuando se satisface el SAC. La depleción de la proteína Spindly o de la dineína 
no retiene a las proteínas del SAC en los cinetocoros y, además, la dineína 
cinetocórica no está conservada entre todos los eucariotas (57). 
Otro posible mecanismo de silenciamiento del SAC es el desplazamiento directo del 
complejo Mad1-C-Mad2 de los cinetocoros tras la unión de los microtúbulos, 
posiblemente por un impedimento estérico (11, 58). Sin embargo, la actividad 
Mps1 promueve la localización de Mad1 en el cinetocoro a pesar de que el 
cromosoma esté unido a microtúbulos o bi-orientado (59). Por lo tanto, de existir 
este mecanismo, sería redundante o suprimido en estas condiciones (11). 
Finalmente, el silenciamiento del SAC en los cinetocoros debe estar integrado con 
la liberación de Cdc20 de sus inhibidores Mad2, Bub3 y Mad3/BUBR1 y la 
activación del APC/C (17). La ubiquitinación dependiente del APC/C de Cdc20 
tiene un papel conservado en el desensamblaje de los complejos MCC. Además, en 
metazoos, la proteína p31comet, que se une a C-MAD2, promueve tanto el 
desensamblaje como la ubiquitinación de CDC20 (60-63). Junto con la liberación 
del cofactor Cdc20 del MCC, en el proceso de activación del APC/C está implicada la 
fosforilación de varias de sus subunidades de forma dependiente del complejo 




dependiente de Cdk1-Clb2 determina qué activador puede unirse al APC/C, de 
forma que Cdc20 se une en mitosis y Cdh1 en la salida de mitosis e interfase (23). 
 
1.2.2 Aurora B y el Complejo Pasajero del Cromosoma (CPC) 
Aunque existe una ligera tendencia hacia la bi-orientación debido a las propias 
limitaciones geométricas impuestas por la estructura cromosómica (64, 65), los 
errores en las uniones microtúbulo-cinetocoro son frecuentes (66, 67) y, de no 
corregirse, conducen a un reparto no equitativo de los cromosomas durante la 
división celular. Inicialmente, los cinetocoros pueden unirse a microtúbulos en 
cualquier configuración, alcanzando finalmente el estado de unión correcta en un 
proceso de ensayo-error, en el que cada desestabilización proporciona a la célula 
una nueva oportunidad para la bi-orientación (68). 
Una cuestión clave para entender el proceso de corrección de errores es cómo la 
célula distingue las uniones correctas de las incorrectas. Los experimentos clásicos 
de micromanipulación llevados a cabo por Nicklas en espermatocitos de insectos 
proporcionaron evidencias experimentales directas de que las uniones correctas 
son estabilizadas debido a la tensión que se genera en el centrómero cuando los 
microtúbulos del huso empujan a los cinetocoros bi-orientados en sentidos 
opuestos (69). Un descubrimiento esencial para la comprensión del mecanismo de 
corrección de errores fue conocer que, en S. cerevisiae, la quinasa Ipl1, al igual que 
su homólogo Aurora B en metazoos, es capaz de eliminar las uniones microtúbulo-
cinetocoro que no conducen a tensión en el huso (70-74). Esto demostró que el 
Complejo Pasajero del Cromosoma (CPC), del que Ipl1/Aurora B es la subunidad 





1.2.2.1 Composición del CPC 
El CPC está compuesto por una subunidad enzimática, Ipl1/Aurora B, y tres 
subunidades regulatorias no enzimáticas necesarias para la estabilidad, 
localización y función del complejo. Las subunidades no enzimáticas son 
Sli15/INCENP, Bir1/Survivina y Nbl1/Borealina (Figura I6) (76). El CPC consiste en 
dos módulos funcionalmente distintos: un módulo catalítico o módulo quinasa y un 
módulo de localización. En humanos, el módulo catalítico está compuesto por 
Aurora B y un segmento de 50 residuos en el extremo C-terminal de INCENP (IN-
box), mientras que el módulo de localización está constituido por un segmento de 
45 residuos del extremo N-terminal de INCENP, Survivina y Borealina, con una 
conformación de triple hélice. Los dos módulos están conectados por la parte 
central de INCENP (77). La estructura del CPC en S. cerevisiae es similar a la 
descrita anteriormente para el complejo humano (78, 79). 
 
Figura I6. Estructura del CPC humano. Se muestra el módulo de localización, formado por una 
triple hélice de INCENP, Borealina y Survivina, así como el módulo catalítico, formado por Aurora B 
y el IN-box de INCENP, unidos mediante la parte central de INCENP. Imagen adaptada de (77). 
 
En células de mamífero, Aurora B parece participar en, al menos, dos complejos 
diferentes: un holocomplejo formado por Aurora B-INCENP-Survivina-Borealina y 










implicado en la fosforilación de la histona H3, mientras que el holocomplejo sería 
el responsable de la bi-orientación de los cromosomas, el ensamblaje del huso 
mitótico y el control de la citocinesis (80). 
 
1.2.2.1.1 Aurora B 
Aurora B pertenece a una familia altamente conservada de proteínas quinasas de 
serina/treonina (81), que fue descubierta por primera vez en D. melanogaster (82). 
Junto con las quinasas de las familias CDK (Cyclin-Dependent Kinase) y PLK (Polo-
Like Kinase), las quinasas de la familia Aurora coordinan la división celular mitótica 
y meiótica (76). En vertebrados, esta familia está compuesta por tres miembros: 
Aurora A, implicada en la maduración y la separación de los centrosomas y en el 
establecimiento de la bipolaridad del huso; Aurora B, implicada en la regulación de 
la segregación cromosómica, en la cohesión de las cromátidas hermanas, en la 
estabilidad del huso y en la citocinesis; y Aurora C, con un alto parecido a Aurora B, 
pero que se expresa principalmente en los testículos (83). Se ha demostrado que 
Aurora C es una proteína pasajera del cromosoma, con funciones similares y 
solapantes a las de Aurora B, y que también interacciona con INCENP. De esta 
forma, la sobreexpresión de Aurora C puede deslocalizar a Aurora B, y viceversa 
(84). En S. cerevisiae, Ipl1 es la única quinasa de la familia Aurora y se considera el 
homólogo funcional de Aurora B (75).  
La activación de Ipl1/Aurora B se consigue mediante múltiples pasos regulatorios. 
En células humanas, se ha demostrado que la activación completa de Aurora B 
requiere la unión al IN-box de INCENP, la fosforilación mediada por Aurora B del 
motivo TSS (Thr-Ser-Ser) del IN-box y la autofosforilación de Aurora B en la 
treonina 232 (85-87). Estas reacciones de fosforilación probablemente ocurran en 
trans; de hecho, son sensibles a concentraciones locales altas del CPC (77). Aparte 
de los mecanismos intrínsecos de regulación nombrados, el CPC también puede ser 




Cdc28/CDK1, Mps1/MPS1, PLK1 y CHK1 (quinasa implicada en el punto de control 
de daños en el ADN) en la activación catalítica de Ipl1/Aurora B en los cinetocoros 
(77, 88-90). Finalmente, en células de eucariotas superiores, se ha sugerido que la 
proteína TD-60 (Telophase Disk-60), descrita originalmente como un posible factor 
de intercambio de nucleótidos (91, 92), coopera en la activación de Aurora quinasa 
B (93, 94). Aunque actualmente no se considera a TD-60 un miembro del núcleo del 
complejo CPC, tiene una localización típica de una proteína pasajera del 
cromosoma, y se deslocaliza cuando se afecta a otros componentes del CPC (93, 
94). 
Para el control de la actividad de Aurora B y del balance de 
fosforilación/desfosforilación de sus sustratos, también es esencial la presencia de 
reguladores negativos de la actividad Aurora B. En concreto, la interacción de PP1 
(Proteína fosfatasa 1) con Spc105/KNL1 se requiere para desfosforilar los 
sustratos de Ipl1/Aurora B en los cinetocoros con el fin de estabilizar las uniones 
con los microtúbulos (95). Aunque PP1 se ha propuesto como la fosfatasa 
fundamental para contrarrestar la acción del CPC, en células humanas, también es 
clave la participación de BUBR1 y PP2A-B56 (46, 52). Puesto que Aurora B se 
requiere tanto para la fosforilación como para la localización de la pseudo-quinasa 
BUBR1 en el cinetocoro, esta proteína podría actuar como parte de un mecanismo 




Sli15/INCENP es la plataforma sobre la que se ensambla el CPC (75). Fue 
descubierta en una búsqueda de anticuerpos monoclonales para nuevos 
componentes del andamiaje de los cromosomas mitóticos (96). En la proteína 
humana, los residuos 1-58 forman una triple hélice junto a Borealina y Survivina 




del huso en anafase y en el cuerpo medio (estructura transitoria que conecta las 
dos células hijas al final de la citocinesis (97)) (76, 98). INCENP también se une a 
HP1, y esta interacción es importante para la localización del CPC durante interfase 
(76). En S. cerevisiae, Sli15 tiene un sitio potencial de unión a HP1, aunque este 
organismo carece de un homólogo de dicha proteína (99). El extremo C-terminal de 
INCENP, denominado IN-box, altamente conservado desde S. cerevisiae hasta 
mamíferos, está implicado en la unión y regulación de Aurora B (100). 
Sli15/INCENP se regula por Ipl1/Aurora B y el complejo Cdc28/CDK1-ciclina (86, 
101). En eucariotas superiores, CDK1 fosforila a INCENP para regular tanto la 
actividad quinasa del CPC como la localización, inhibiendo su translocación a la 
zona media del huso hasta anafase (102, 103). En S. cerevisiae, la fosforilación de 
Sli15 por Cdc28 e Ipl1 evita la asociación del CPC con la zona media del huso antes 
de anafase. Además, Cdc28 también fosforila seis residuos en Sli15 que son 
necesarios para la activación del SAC. La desfosforilación de estos sitios al inicio de 
anafase es necesaria para prevenir la reactivación del SAC cuando las cromátidas 
hermanas son separadas y sus cinetocoros no están bajo tensión (104-107). 
Originalmente, se pensaba que INCENP era exclusivamente una subunidad 
implicada en la localización y regulación de Aurora B, como TPX2 lo es para Aurora 
A. Sin embargo, INCENP tiene una función independiente de Aurora B en la 
regulación de la progresión mitótica. Concretamente, INCENP es fosforilada por 
CDK1 para el reclutamiento de PLK1 a los cinetocoros, proceso en el que Aurora B 
no es necesaria. Esta nueva función aúna a CDK1 y PLK1, y se considera el cruce 







Bir1/Survivina se describió originalmente como una proteína inhibidora de 
apoptosis (IAP) que se acumula en G2, y se propuso como un regulador negativo de 
la muerte celular en mitosis (108). La proteína se compone de un dominio BIR 
(Baculovirus IAP Repeat; dominio globular coordinado con Zn2+ e implicado en 
interacciones proteína-proteína) en el extremo N-terminal y una extensión 
helicoidal en el extremo C-terminal (Figura I6) (76). Survivina tiene además una 
señal de exporte nuclear. Se ha sugerido que, en el citoplasma, esta proteína puede 
inhibir la muerte celular, mientras que en el núcleo o unida al CPC regula la mitosis 
(109, 110). En S. cerevisiae, Bir1 es mucho más grande que su homólogo en 
metazoos y muestra poca conservación de secuencia aparte del dominio BIR, sin 
embargo, esta región no es esencial en levaduras (111). 
Survivina también es regulada por modificaciones post-traduccionales como 




Nbl1/Borealina se descubrió por primera vez en un estudio proteómico para 
identificar nuevos componentes de andamiaje del cromosoma mitótico y, 
simultáneamente, en una búsqueda de nuevas proteínas de unión a cromosomas 
en Xenopus laevis (75). El extremo N-terminal de Borealina participa en la triple 
hélice que constituye el módulo de localización del CPC (Figura I6) (112). El 
homólogo de levadura, Nbl1, es muy pequeño en comparación con el equivalente 
de vertebrados, aunque mantiene la región implicada en la triple hélice, lo que 




Al igual que otros miembros del CPC, Borealina se regula post-traduccionalmente 
mediante sumoilación y fosforilación por Aurora B, MPS1 y CDK1. Estas 
modificaciones son importantes tanto para el control del direccionamiento del CPC 
a los centrómeros como para la actividad del complejo (75, 76). 
 
1.2.2.2 Distribución y localización del CPC durante mitosis 
El nombre de Complejo Pasajero del Cromosoma refleja su localización dinámica 
durante la mitosis (113). El patrón específico de localización del complejo se 
correlaciona con las distintas funciones que el CPC desempeña durante la división 
celular (Figura I7) (114). Así, el CPC se detecta inicialmente a lo largo de los brazos 
de los cromosomas, donde participa en la regulación de la estructura y la 
condensación de los mismos, pero se concentra progresivamente a través de 
prometafase y metafase en la zona interna de los centrómeros. En esta localización, 
el CPC desempeña su función más caracterizada y mejor conocida: el control de la 
segregación cromosómica. En metafase tardía o anafase temprana, el CPC se 
transfiere a la zona media del huso, y más concretamente al huso central 
(estructura en el centro de la zona media del huso en la que interdigitan los 
extremos (+) de los microtúbulos (115)), donde es esencial para su ensamblaje y 
estabilidad. Al final de anafase, el complejo se transloca hasta el córtex celular 
ecuatorial (región de la membrana celular donde se ensamblan las fibras de actina 
y miosina para formar el anillo contráctil (75)). En telofase, el CPC se concentra en 
el anillo de ingresión y, subsecuentemente, en el cuerpo medio (estructura densa 
que se deriva del huso central durante telofase tardía y está presente en el puente 
intercelular durante citocinesis (75)). En estas últimas fases, el complejo es 
esencial para la abscisión y la coordinación entre la segregación de los 





Figura I7. Localización y función del CPC durante la mitosis. En profase, el CPC se encuentra en 
los brazos de los cromosomas, donde fosforila la serina 10 y la serina 28 de la histona H3. El CPC 
está implicado en la liberación de la cohesión de los brazos de los cromosomas y en su estructura. 
Durante esta fase, el complejo se empieza a acumular en los centrómeros, donde promueve la 
maduración de los cinetocoros, y se mantiene en esta localización a través de prometafase. El CPC se 
requiere para la formación de un huso bipolar y su estabilidad desde profase/prometafase hasta 
anafase. En metafase, aún en los centrómeros, el complejo juega un papel principal en cohesión, en 
la regulación de las uniones microtúbulo-cinetocoro, en el alineamiento correcto de los 
cromosomas a lo largo del ecuador del huso y en el SAC. En anafase, el CPC se transloca a la zona 
media del huso y aparece en el córtex celular, donde está implicado en el ensamblaje y estabilidad 
del huso central. En telofase, el CPC se concentra en el anillo contráctil y, posteriormente, en el 






De manera interesante, una única mutación puntual en Aurora A (G198N) cambia 
su preferencia de unión por TPX2 a una mayor afinidad por INCENP y rescata la 
pérdida de función de Aurora B en cuanto al alineamiento de los cromosomas y el 
punto de control de ensamblaje del huso (100). Esto subraya que la especificidad 
de sustrato de Aurora A y Aurora B viene predominantemente dictada por la 
localización específica de dichas quinasas, destacando la importancia de la función 
de las subunidades no-enzimáticas del CPC en la activación y localización de la 
quinasa. 
 
1.2.2.3 Reparación de uniones microtúbulo-cinetocoro incorrectas por el 
CPC 
1.2.2.3.1 Localización y activación del CPC en el centrómero 
El módulo de localización dirige al CPC al centrómero, donde se localiza la mayor 
parte de este complejo durante la mitosis (77). La fosforilación de INCENP por 
CDK1 podría ser el paso principal para el reclutamiento del CPC a los cinetocoros, a 
través de su interacción con proteínas no identificadas, posiblemente dentro de la 
red CCAN del cinetocoro interno (77). En esta estructura, Aurora B contribuye, 
junto con MPS1, a la localización de BUB1, que fosforila la treonina 120 de la 
histona H2A (H2A-T120-P) (118-120). H2A-T120-P promueve el reclutamiento de 
proteínas shugoshina (SGO1 y SGO2 en humanos). SGO1 y SGO2 pueden unirse a 
Borealina fosforilada por CDK1, contribuyendo a la localización del CPC en los 
centrómeros (118, 121). Las proteínas shugoshina, adicionalmente, controlan el 
reclutamiento de proteínas fundamentales en la corrección de errores, incluyendo 
MCAK (microtúbulo-despolimerasa y sustrato de Aurora B) y el complejo fosfatasa 
PP2A-B56, que equilibra la abundancia y actividad del CPC y PLK1 (77). Se ha 
sugerido que, en S. cerevisiae, Sgo1 también podría tener un papel directo en el 
reclutamiento del CPC a los centrómeros (122). Además, en células humanas, para 
la localización del CPC en los centrómeros es crucial la actividad de la quinasa 




Haspin fosforila la treonina 3 de la histona H3 (H3-T3-P), y esta marca histónica es 
reconocida por Survivina para la localización centromérica del complejo (124). En 
S. cerevisiae, recientemente se ha demostrado que Ipl1 se direcciona al centrómero 
también mediante la fosforilación de la treonina 3 de la histona H3 (125). 
Adicionalmente, en dicho organismo modelo, se ha demostrado que el homólogo 
de Survivina, Bir1, interacciona con Ndc10, una subunidad del complejo 
centromérico CBF3 (126, 127). 
 
1.2.2.3.2 Regulación de uniones microtúbulo-cinetocoro mediante el modelo de 
separación espacial 
La localización de Ipl1/Aurora B en el centrómero durante metafase (en la zona 
media entre los cinetocoros de las cromátidas hermanas) es la base para la 
regulación de la bi-orientación de los cromosomas según el modelo de separación 
espacial. Este modelo, que explica cómo Ipl1/Aurora B desestabiliza 
específicamente las uniones microtúbulo-cinetocoro incorrectas, propone que, más 
que por cambios intrínsecos en la actividad quinasa de Ipl1/Aurora B, la 
reparación de uniones incorrectas de los cromosomas al huso es posible gracias a 
la localización relativa de esta quinasa con respecto a sus sustratos en el cinetocoro 
externo (68). Los cinetocoros de cromátidas hermanas no bi-orientadas están lo 
suficientemente cerca del centrómero como para ser fosforilados por Ipl1/Aurora 
B. La fuerza ejercida por los microtúbulos en los cinetocoros bi-orientados genera 
tensión en las uniones microtúbulo-cinetocoro, y distancia Ipl1/Aurora B 
(centromérica) de sus sustratos en los cinetocoros, imposibilitando así su 







Figura I8. Modelo de separación espacial de corrección de uniones microtúbulo-cinetocoro 
por Aurora B. En este modelo, la afinidad de unión a microtúbulos del cinetocoro está afectada por 
un gradiente de fosforilación generado por Aurora B. Por otro lado, la red KMN (KNL1-Mis12-
Ndc80) actúa como el componente principal en las uniones microtúbulo-cinetocoro. (A) En profase, 
Aurora B, presente en el centrómero, está próxima al cinetocoro debido a la falta de tensión en el 
huso. En este escenario, el gradiente de fosforilación de Aurora B es máximo y puede fosforilar 
todos los componentes de la red KMN; en consecuencia, el cinetocoro tiene la afinidad más baja por 
los microtúbulos. (B) Aurora B recluta a BUBR1 al cinetocoro, donde es fosforilada por PLK1, y esto 
resulta en una reducción de actividad quinasa Aurora B. De este modo, se genera un gradiente de 
fosforilación menor y, en consecuencia, los microtúbulos pueden unirse transitoriamente a los 
cinetocoros. (C) Cuando las cromátidas se bi-orientan se genera tensión, y la quinasa es alejada de 
sus sustratos en los cinetocoros. En base a esta restricción espacial y al posterior reclutamiento de 
PP1, que desfosforila los sustratos de la red KMN, el gradiente de fosforilación establecido por 





Existen numerosas evidencias que apoyan el modelo de separación espacial. Así, el 
nivel de fosforilación de los sustratos de Ipl1/Aurora B está fuertemente 
relacionado con su posición dentro del cinetocoro (Figura I8). De esta forma, 
Ndc80/HEC1, localizado en la periferia del cinetocoro externo, presenta 
variaciones en su grado de fosforilación en respuesta a la tensión generada debido 
a la bi-orientación de las cromátidas hermanas, a diferencia de otros sustratos más 
cercanos al cinetocoro interno, como la subunidad Dsn1 del complejo Mis12 (130). 
Por otro lado, si Aurora B se envía artificialmente a la región externa del 
cinetocoro, las proteínas del cinetocoro se fosforilan constitutivamente, de manera 
independiente de la tensión, y las uniones microtúbulo-cinetocoro no pueden 
estabilizarse (74). 
Como se ha indicado, Aurora B se encarga de desestabilizar las uniones 
microtúbulo-cinetocoro incorrectas. Así, la fosforilación de Ndc80/HEC1 y KNL1 
reduce fuertemente su capacidad de unión a microtúbulos, probablemente 
mediante la introducción de cargas negativas que impiden la interacción con los 
microtúbulos también negativamente cargados (68). La fosforilación de Dsn1 del 
complejo Mis12 también tiene un efecto negativo en la actividad de unión a 
microtúbulos del cinetocoro (130). Sin embargo, en este caso, la regulación parece 
ocurrir a través de un cambio alostérico en Dsn1 que modula la conformación 
mediante la que KNL1 y el complejo Ndc80 interaccionan con los microtúbulos, ya 
que el complejo Mis12 por sí sólo no muestra actividad directa de unión a 
microtúbulos (68).  
Adicionalmente, Aurora B también regula otras proteínas cinetocóricas que 
cooperan con la red KMN para unir microtúbulos (76). En S. cerevisiae, la 
fosforilación del complejo Dam1/DASH por Ipl1 juega un papel fundamental en el 
establecimiento de la bi-orientación cromosómica (131). Dicho complejo se carga 
en los cinetocoros sólo después de su unión a los microtúbulos, y esta unión es 
dependiente de su interacción con Ndc80 (132). Aunque se ha demostrado que la 
fosforilación de Dam1 altera su afinidad de unión a los microtúbulos, los sitios 




microtúbulos (133). En cambio, Ipl1 regula negativamente la interacción de Dam1 
con Ndc80, y ambos complejos constituyen las dianas principales del CPC para la 
corrección de errores en levaduras (134-136). En células animales, no se ha 
identificado el ortólogo del complejo Dam1, habiéndose propuesto al complejo SKA 
como análogo funcional (137). Dicho complejo se localiza en el cinetocoro externo 
de manera dependiente de Ndc80 (138). SKA también es regulado negativamente 
mediante su fosforilación por parte de Aurora B (139). Además, se ha demostrado 
recientemente que el complejo SKA recluta a PP1 a los cinetocoros, por lo que 
podría desempeñar un papel clave en el silenciamiento del punto de control de 
ensamblaje del huso (140). Por otra parte, en metazoos, además de los sustratos 
cinetocóricos, Aurora B fosforila a MCAK y KIF2A durante la reparación de las 
uniones microtúbulo-cinetocoro erróneas, lo cual tiene un efecto negativo sobre la 
actividad despolimerizadora de microtúbulos (141, 142). 
Se ha propuesto que las proteínas fosfatasas asociadas a cinetocoros PP1 y PP2A 
contrarrestan la actividad Aurora B para facilitar la estabilización de las uniones 
microtúbulo-cinetocoro (76). KNL1 media el reclutamiento a los cinetocoros de 
PP1 (directamente) y PP2A (indirectamente, a través de la interacción de BUBR1 
con la subunidad regulatoria B56), así como de las proteínas del SAC BUBR1 y 
BUB1, que inhiben la actividad quinasa y promueven la localización de Aurora B, 
respectivamente (46, 50-52, 143, 144). En S. cerevisiae, la unión de Glc7 (el 
homólogo de PP1 en levaduras) a Spc105 contribuye al silenciamiento del punto de 
control de ensamblaje del huso, y dicha unión es debilitada mediante la 
fosforilación de Spc105 por Ipl1 (45, 46, 145). La desfosforilación de los sustratos 






1.3 Otras funciones del Complejo Pasajero del Cromosoma 
1.3.1 Condensación y estructura del cromosoma mitótico 
Durante la división celular eucariota, la cromatina nuclear sufre cambios drásticos 
en su estructura y grado de compactación. Aunque ya en interfase la cromatina se 
encuentra significativamente compactada, durante la entrada en mitosis se 
condensa aún más, formando cromosomas individuales para facilitar su captura y 
el transporte por el huso mitótico (147). La condensación cromosómica empieza en 
profase gracias a la actividad Cdk1-ciclina B nuclear, y debe mantenerse durante 
todo el ciclo para favorecer el transporte y la segregación de los cromosomas (148). 
Hasta el momento, se conoce poco sobre cómo se mantiene la condensación de la 
cromatina durante anafase después de la inactivación de Cdk1 y cómo se induce la 
descondensación. El mantenimiento en estado inactivo de las fosfatasas que se 
contraponen a la actividad Cdk1 podría explicar que la condensación se pueda 
conservar a través de anafase, aunque se ha sugerido que la regulación de este 
proceso presenta una mayor complejidad (149).  
Aurora B se ha relacionado con la condensación de los cromosomas en mitosis 
temprana, pero su implicación en este proceso aún no está clara. Esta quinasa se 
asocia con los cromosomas en profase, donde fosforila la serina 10 y la serina 28 de 
la histona H3 (150). La fosforilación de la histona H3 en la serina 10 se ha 
correlacionado con el estado de condensación cromosómica, pero no parece ser 
esencial para la condensación general de la cromatina (75, 151). En metazoos, esta 
marca histónica puede regular negativamente la unión de la proteína HP1 
(implicada en la formación de heterocromatina en células en interfase) a la lisina 9 
trimetilada adyacente, puesto que la fuerte fosforilación de la serina 10 de la 
histona H3 puede impedir dicha interacción (75, 152). Aunque la mayoría de HP1 
es desplazada de los brazos cromosómicos durante la mitosis, permanece en los 
centrómeros, donde juega un papel crucial en la cohesión de las cromátidas 
hermanas y participa en el reclutamiento del CPC a los centrómeros debido a su 




(complejo proteico conservado necesario para la condensación de los cromosomas 
y su segregación (154)) con la cromatina nuclear es gobernada por la localización y 
actividad de Aurora B. Ahora bien, su acción parece estar más relacionada con la 
arquitectura de la cromatina que con el estado de compactación de la misma antes 
de anafase (149, 155). A pesar de que la inhibición de Aurora B no afecta a la 
condensación de la cromatina en general, sí provoca una descondensación 
prematura durante la salida de mitosis. Así, la quinasa se convierte en crítica para 
el mantenimiento del grado de compactación tras la inactivación de Cdk1 (149, 
156). Cabe destacar que, aunque el CPC es eliminado de los cromosomas al inicio 
de anafase y se concentra en la zona media del huso, se establece un gradiente de 
fosforilación de Aurora B a lo largo del huso que se expande desde la zona media 
hasta donde se encuentran los cromosomas durante su segregación, coincidiendo 
con un máximo en la deposición de las condensinas (155, 157). 
Se han descrito varias fosfatasas implicadas en restablecer la morfología de 
interfase tras la mitosis (155). Así, se ha demostrado que tanto PP1 como PP2A 
están relacionadas con este proceso (158). De hecho, se ha comprobado que PP1 
antagoniza a Aurora B en varios sistemas, ya que desfosforila la histona H3 y 
revierte la autofosforilación de Aurora B que se requiere para su actividad (150, 
159, 160). En S. cerevisiae, la actividad de la fosfatasa Cdc14 impide la asociación de 
Brn1 (subunidad del complejo de condensinas) con la cromatina (161), sugiriendo 
que su actividad fosfatasa promueve la descondensación durante la salida de 
mitosis. La relocalización del CPC desde los cromosomas hasta el ecuador celular 
es, en este sentido, importante para la descondensación eficiente de los 
cromosomas, no sólo por la reversión por parte de PP1 (y probablemente PP2A) de 
la fosforilación de las condensinas, sino también por la prevención de la re-
fosforilación por parte de Aurora B de sus sustratos en los brazos cromosómicos en 
anafase (155). 
Actualmente, además de las fosfatasas que antagonizan a Aurora B, se han 
propuesto otros mecanismos para la inactivación de Aurora B durante la salida de 




mediante el complejo APC/CCdh1 (162, 163). En otros tipos celulares, Aurora B no es 
degradada, y existen formas adicionales de regular la descondensación de la 
cromatina, como los sistemas dependientes de ubiquitina (156). Durante la salida 
de mitosis, se ha sugerido que Cdc48/p97 (chaperona dependiente de ubiquitina 
implicada tanto en el control de calidad de proteínas como en procesos de 
señalización celular (164)), a través de su proteína reguladora Ufd1-Npl4, se une a 
Aurora B ubiquitinada y la disocia de sus interactores para transferirla a las 
enzimas de desubiquitinación o al proteasoma. Este proceso reduce la 
concentración local de Aurora B en la cromatina y favorece la descondensación, así 
como la reformación de la envuelta nuclear. Por último, se ha demostrado que la 
ubiquitina-ligasa E3 Cullin-3 puede ubiquitinar a Aurora B, lo que sugiere que 
Cullin-3 y Cdc48/p97 pueden cooperar en el control de los niveles de Aurora B 
asociada a cromatina de manera dependiente de ubiquitina (Figura I9) (149, 156, 
165-167). En S. cerevisiae, la chaperona Cdc48 tiene también un papel fundamental 
en el control del balance de la actividad de Ipl1, ya que regula positivamente junto 
a su cofactor Shp1 a la fosfatasa Glc7 (168). 
 
Figura I9. Modelo para la regulación de Aurora B y la descondensación de la cromatina 
durante la salida de mitosis. El CPC asociado a la cromatina mantiene la condensación 
cromosómica tras la inactivación de Cdk1 y previene la formación de la envuelta nuclear. En 
telofase, Aurora B es ubiquitinada por la ligasa de ubiquitina Cullin-3. El complejo AAA ATPasa 
Cdc48/p97, junto con su adaptador Ufd1-Npl4, se une a Aurora B ubiquitinada y la extrae de la 
cromatina gracias a la hidrólisis de ATP. En analogía con otros procesos mediados por Cdc48/p97, 
Aurora B podría ser degradada o desubiquitinada. Esta caída en la actividad de Aurora B en la 
























1.3.2 Ensamblaje de la zona media del huso 
En la transición metafase-anafase, Aurora B se libera desde los centrómeros y los 
brazos de los cromosomas y se transfiere a la zona media del huso y a la región 
ecuatorial del córtex celular. En general, este evento se consigue de al menos tres 
formas: la finalización del direccionamiento del CPC a los brazos de los 
cromosomas y al centrómero, la eliminación del CPC de estas localizaciones, y su 
relocalización y acumulación en el ecuador celular y el cuerpo medio (155). La 
relocalización del CPC coincide con una caída en la actividad Cdk1/Ciclina B1, ya 
que Cdk1 regula negativamente varias proteínas requeridas para la formación de la 
zona media del huso tales como PRC1, INCENP, MKLP2 y MKPL1 (Figura I10) (116). 
La transferencia de INCENP a la zona media del huso requiere la interacción del 
CPC con la kinesina MKLP2, así como la propia actividad quinasa Aurora B. La 
eliminación de la fosforilación inhibitoria por parte de CDK1 en la treonina 59 de 
INCENP permite su interacción con MKLP2 y la consiguiente relocalización del CPC 
a la zona media del huso (103, 169). Además de la interacción de INCENP con 
MKLP2, el dominio de unión a microtúbulos de INCENP es requerido para su 
localización en el huso, lo que convierte al CPC en un componente estructural del 
huso central. Por otra parte, además de INCENP, Aurora B puede interaccionar 
directamente con MKLP2 y con Cul3-KLHL21, que también se localiza en la zona 
media del huso en anafase (115, 170). Adicionalmente, la reversión de la 
fosforilación inhibitoria de CDK1 sobre MKLP2 es también esencial para la 
relocalización del CPC. En células de mamífero, MKLP2 es necesario para el cambio 
de localización del CPC y viceversa, es decir, la localización de MKLP2 hasta los 
extremos (+) de los microtúbulos de la zona media depende a su vez de la 
interacción con el CPC (103, 171). En S. cerevisiae, que carece de MKLP2, la 
fosforilación de Ipl1 por Cdc28 (el homólogo de Cdk1) suprime la interacción con 
Bim1 (el homólogo de EB1). Esto inhibe la localización de Ipl1 a la zona media del 
huso hasta anafase (172). Además, la relocalización del CPC a la zona media del 
huso depende de la fosfatasa Cdc14, que se contrapone a la fosforilación inhibitoria 




en levaduras se sabe que Cdc14 es la fosfatasa encargada de desfosforilar a Sli15, 
en células de mamífero aún no está identificada la proteína encargada de la 
desfosforilación de la treonina 59 de INCENP (100). 
Como en el caso del mecanismo de corrección de errores, un gradiente de 
fosforilación de Aurora B regula también el ensamblaje y la longitud de la zona 
media mediante dos mecanismos distintos. Por una parte, Aurora B fosforila a 
KIF2A y bloquea su actividad despolimerizadora de microtúbulos en la zona media, 
restringiendo la localización de KIF2A a los extremos (-) de los microtúbulos (173). 
Por otra parte, Aurora B también interviene en la formación del complejo entre la 
kinesina KIF4A yPRC1, importante para el ensamblaje del huso central (116, 117). 
PRC1 es una proteína MAP (asociada a microtúbulos) altamente conservada 
implicada en la regulación de la división celular en eucariotas superiores y 
levaduras, que se comporta como un factor estabilizador de microtúbulos (115). El 
transporte de PRC1 a la zona media del huso se consigue mediante la interacción 
con KIF4A (174-178). La formación del complejo PRC1/KIF4A se previene en 
metafase gracias a la fosforilación de CDK1 (177), pero tras el inicio de anafase, 
esta inhibición se contrarresta mediante la fosforilación de KIF4A por Aurora B, 
que a su vez estimula su actividad ATPasa dependiente de microtúbulos y suprime 
la dinámica de microtúbulos, limitando la longitud del huso central (179). De forma 
interesante, KIF4A es también responsable del mantenimiento de PP2A-B56 en el 
huso central, creando por lo tanto un bucle de retroalimentación negativo 
restringido espacialmente que se contrapone a Aurora B durante la citocinesis 
(180). En S. cerevisiae, Ase1, el homólogo de PRC1, muestra una actividad 
independiente de una proteína motora de la familia kinesina-4, ya que esta clase de 





Figura I10. Establecimiento de la zona media del huso en la transición metafase-anafase. 
Durante metafase, la actividad CDK1 fosforila componentes de la zona media como MKLP1, PRC1, 
INCENP y MKLP2, impidiendo su asociación con microtúbulos. El silenciamiento del SAC permite la 
transición hasta anafase, lo que conduce a la degradación de la ciclina B y a la reducción de la 
actividad CDK1. Este paso permite la eliminación de las fosforilaciones inhibitorias, la unión de 
MKLP2 a INCENP y, en consecuencia, la relocalización del CPC a la zona media del huso. 
Concomitantemente, la desfosforilación de los sustratos de CDK1 PRC1 y MKLP1 activa su 
capacidad de unión de microtúbulos requerida para la estabilización de la zona media. Imagen 
































Además de PRC1 y KIF4A, MKLP1 y RacGAP1/MgcRacGAP/Cyk4 también tienen un 
papel fundamental en la integridad del huso central (182). MKLP1 es el 
componente motor del complejo centralespindilina, un heterotetrámero 
compuesto por dos subunidades MKLP1 y dos moléculas 
RacGAP1/MgcRacGAP/Cyk4 (183). El complejo centralespindilina se requiere para 
la formación y estabilización de la zona media del huso en muchos organismos, 
desde nematodos hasta humanos, estando también implicado en la citocinesis 
(184). La formación del complejo centralespindilina se regula negativamente por la 
unión de la proteína 14-3-3 a MKLP1. Esta unión se contrarresta por la 
fosforilación dependiente de Aurora B de MKLP1 (185). De esta forma, mientras 
que el complejo MKLP1/14-3-3 se localiza en el citoplasma, MKLP1 se encuentra 
en el huso central tras ser fosforilada por Aurora B (Figura I10) (185). 
 
1.3.3 Formación del cuerpo medio y ensamblaje del anillo contráctil 
En anafase, el gradiente de fosforilación creado por Aurora B en la zona media del 
huso también señaliza el posicionamiento del anillo de ingresión (157). El CPC 
contribuye a la maduración del anillo contráctil y a su constricción a través de la 
regulación de RhoA (GTPasa que promueve la polimerización de actina y la 
activación de la miosina II (186)). El CPC recluta al complejo centralespindilina a la 
zona media del huso y dicho complejo, a su vez, promueve la localización del factor 
de intercambio de nucleótidos RhoA GEF Ect2 hacia los microtúbulos (187-190). 
Adicionalmente, la fosforilación por Aurora B de MgcRacGAP, componente del 
complejo centralespindilina, induce su actividad GAP hacia RhoA (191, 192). De 
esta forma, la organización de la centralespindilina en la zona media del huso y el 
reclutamiento de la maquinaria regulatoria de RhoA suponen un vínculo crítico 
entre el huso mitótico y la reorganización del citoesqueleto de actomiosina durante 
citocinesis (76, 192). Recientemente, se ha demostrado que el CPC interacciona 
directamente con la quinasa CIT-K, una proteína importante del cuerpo medio que 




tanto en Drosophila como en humanos (117). El CPC y CIT-K dependen el uno del 
otro para su correcta localización en el cuerpo medio, y Aurora B fosforila a CIT-K 
para controlar su interacción con proteínas del huso central y su localización (193). 
El anillo contráctil es una red compuesta por filamentos de actina nucleados por 
formina, miosina II, filamentos de septina y anilina (182). Se ha demostrado en 
diferentes organismos que el CPC está implicado en la regulación de las septinas 
(aunque el mecanismo en células humanas aún no ha sido descrito), de la cadena 
ligera de la miosina II y de los filamentos de actina durante la citocinesis (194-198). 
Además, contribuye a la ingresión del surco mediante la regulación del ensamblaje 
de filamentos intermedios, como es el caso de las láminas nucleares, GFAP, desmina 
y vimentina (76, 182, 194, 199, 200). Cuando se constriñe el anillo contráctil, la 
zona media del huso se estabiliza y forma el cuerpo medio (201). Recientemente, se 
ha demostrado que la estabilización de la zona media del huso es dependiente de la 
contracción del anillo de actomiosina, sugiriendo que existe una coordinación 
activa entre la ingresión del surco y la dinámica de microtúbulos (202). De manera 
interesante, para la estabilización de la zona media del huso y la consecuente 
citocinesis, se requiere la actividad quinasa de Aurora B y la interacción de INCENP 
con la actina (202). 
 
1.3.4 Control de la abscisión 
Antes de que la citocinesis tenga lugar, los cromosomas necesitan ser eliminados 
del plano de división para evitar que sean dañados durante la formación del anillo 
de ingresión (203). Así, la abscisión sólo ocurre después de que se complete la 
separación de las cromátidas hermanas. La importancia en el control de la 
abscisión reside en que defectos en la segregación de los cromosomas pueden 
conducir a fallos en la citocinesis y a la formación de células aneuploides o 
tetraploides, que desencadenan un proceso apoptótico o tumorogénico (204, 205). 




citocinesis en presencia de puentes cromosómicos (206). Entre estos destaca un 
punto de control que coordina la segregación de los cromosomas con la abscisión. 
En presencia de cromatina en el puente intercelular, dicho punto de control retrasa 
la abscisión hasta que la segregación completa de los cromosomas haya tenido 
lugar (206). En células somáticas, la incidencia estimada de puentes cromosómicos 
es de alrededor del 1% (207, 208), convirtiendo a este punto de control en un 
requerimiento esencial para el desarrollo del organismo. Además, a causa del 
potencial oncogénico de la tetraploidización (205, 209), este mecanismo de 
salvaguardia podría reducir el riesgo de cáncer en tejidos envejecidos, en los que la 
incidencia de puentes cromosómicos aumenta debido al acortamiento de los 
telómeros (210-212). 
El punto de control que regula la abscisión fue descrito por primera vez en 
levaduras y se denomina NoCut (213). En S. cerevisiae, la ruta NoCut depende de la 
actividad quinasa de Ipl1, que se ha sugerido que responde a la presencia de 
cromatina acetilada en la zona media, siendo esencial en este punto de control 
Ahc1 (componente de andamiaje del complejo de acetilación de histonas ADA) 
(214, 215). Ipl1 media la translocación de las proteínas anilinas Boi1 y Boi2 a la 
zona de rotura, inhibiendo la función de las septinas y, de esta forma, impidiendo la 
abscisión (213, 215). En células humanas, existe un punto de control de la abscisión 
similar a la ruta NoCut de S. cerevisiae, que también es mediado por Aurora B (216). 
Aunque la señal concreta que activa Aurora B para retrasar la abscisión no está 
definida, se ha sugerido que la activación de Aurora B depende directamente del 
puente de cromatina (216). En contraposición a lo que ocurre en S. cerevisiae, la 
función principal del retraso de la abscisión en células humanas es prevenir la 
tetraploidización más que la rotura cromosómica (216). Esto sugiere que la 
maquinaria de abscisión es incapaz de cortar a través de la cromatina, lo cual 
podría deberse a la falta de un septo estabilizador o al grado de condensación más 





En células de mamífero, el retraso de la abscisión requiere la fosforilación por 
parte de Aurora B de MKLP1 y CHMP4C (Chromatin-Modifying Protein/Charged 
multivesicular body protein 4C), una subunidad del complejo ESCRT-III (Endosomal 
Sorting Complex Required for Transport III) que es esencial en la citocinesis, ya que 
se ha sugerido que los filamentos que forma proveen la fuerza de constricción 
durante la abscisión (206, 217). Por una parte, la fosforilación de MKLP1 estabiliza 
la interacción entre el anillo contráctil y el cuerpo medio, impidiendo la regresión 
del surco en células con puentes cromosómicos (216). Por otra parte, Borealina 
interacciona con CHMP4A, CHMP4B y CHMP4C, facilitando la fosforilación por 
Aurora B de CHMP4C (217, 218). CHMP4C y ANCHR retienen a VPS4 en el cuerpo 
medio. Una vez que Aurora B es desactivada, la desfosforilación de CHMP4C 
provoca la disociación del complejo ternario ANCHR-CHMP4C-VPS4, y esta 
liberación permite a VPS4 migrar a la zona de abscisión para mediar las fases 
finales de la citocinesis a través de sus efectos sobre el complejo ESCRT-III (Figura 
I11) (219). 
 
Figura I11. Regulación de la abscisión por el CPC. Cuando las cromátidas hermanas se han 
separado correctamente, se inactiva la función inhibitoria de CHMP4C y los filamentos de ESCRT-III 
pueden mediar la abscisión del cuerpo medio. Sin embargo, cuando existen puentes de cromatina 
en la zona de contracción, CHMP4C se une a Borealina y es fosforilada por Aurora B, que media su 
relocalización al cuerpo medio y retrasa la abscisión hasta que el puente de cromatina haya sido 
resuelto. CHMP4C es representado como un círculo verde discontinuo cuando no se localiza en el 
cuerpo medio y como un círculo sólido cuando es fosforilado y translocado al cuerpo medio. Imagen 




1.4 Aurora quinasa y cáncer 
1.4.1 Niveles de expresión de Aurora quinasa y cáncer 
Una gran variedad de tumores presenta niveles de expresión elevados de las 
quinasas de la familia Aurora (117). El gen que codifica Aurora A fue originalmente 
denominado BTAK (Breast Tumor Activated Kinase), y se encuentra situado en la 
región 20q13.2, que aparece amplificada en varios tipos de cáncer humanos (220). 
El polimorfismo Phe31Ile se ha descrito como un alelo de susceptibilidad de baja 
penetrancia en tumores de mama, próstata, ovario, pulmón, esófago, colon y cáncer 
de piel no melanoma (221). El gen que codifica Aurora B se localiza en la región 
17p13.1, cuya amplificación no se asocia frecuentemente con tumores, a excepción 
del glioblastoma (222). A pesar de la falta de amplificación a nivel génico, 
numerosos estudios han revelado un aumento de expresión de Aurora B tanto a 
nivel de ARNm como de proteína en diversos tipos de tumores, y este aumento se 
asocia con invasión del nódulo linfático, mayor proliferación y metástasis. En 
concreto, los niveles de Aurora B se han encontrado incrementados en carcinoma 
de pulmón microcítico, mesotelioma, glioblastoma, cáncer oral, carcinoma de 
endometrio maligno y hepatocelular, cáncer de tiroides, de colón y de próstata, así 
como en tumores de células germinales del testículo y de ovario (222-232). 
El incremento en la expresión de Aurora B se asocia con una peor prognosis y un 
grado de malignicidad más alto en diferentes lesiones neoplásicas, como en el caso 
del cáncer de próstata, colorrectal, ovario y tiroides (229, 230, 233, 234). Además, 
se ha sugerido que ciertos polimorfismos génicos de Aurora B están asociados con 
riesgo de cáncer de mama, como es el caso del polimorfismo funcional silente 
Ser295Ser (885A>G), que también se relaciona con un descenso en la 
supervivencia (232, 235). Además, una variante de splicing alternativo (Aurora B-
Sv2) se ha encontrado con frecuencia asociada con estados avanzados de 
carcinoma hepatocelular y una mayor recurrencia y peor prognosis en tumores 
(226). Estos estudios sugieren que la expresión de Aurora B podría usarse para 




La sobreexpresión de las quinasas de la familia Aurora y su asociación con 
inestabilidad genética y aneuploidía en tumores sugiere que un amplio rango de 
tipos de cáncer podría responder terapéuticamente a inhibidores de Aurora 
quinasas (80, 237). 
 
1.4.2 Uso de inhibidores de Aurora como quimioterapéuticos 
Durante años, se han apreciado las propiedades médicas de las llamadas drogas 
anti-microtúbulos, como el paclitaxel, que se unen directamente e inhiben a la 
tubulina (238). La efectividad de estas drogas reside en que las células 
cancerígenas necesitan una mayor dinámica de microtúbulos para mantener la alta 
tasa de división (239). Sin embargo, debido a que los microtúbulos también se 
requieren para otras numerosas funciones celulares, las drogas anti-microtúbulos 
son frecuentemente tóxicas para las células normales tanto en división como 
quiescentes. Entre los efectos secundarios asociados se incluyen las neuropatías 
periféricas, causadas por la inhibición de los procesos dependientes de 
microtúbulos en axones neuronales y células gliales (240). De manera notable, las 
concentraciones clínicamente relevantes de paclitaxel provocan la muerte en 
interfase sólo después de una mitosis perturbada, indicando que las aberraciones 
mitóticas son un prerrequisito para la actividad antitumoral de este tipo de drogas 
(241). 
En la década pasada, y con el fin de disminuir los efectos secundarios, se 
desarrollaron inhibidores de la actividad de Aurora A y de Aurora B, los cuales 
inducen apoptosis mediante diferentes mecanismos. Algunas investigaciones 
sugieren que los inhibidores de Aurora A tienen más efectos citotóxicos que 
citoestáticos, mientras que otros estudios presentan a Aurora B como una diana 
más efectiva (242, 243). En la actualidad, existen alrededor de 30 inhibidores de 
Aurora quinasa en diferentes estados de desarrollo preclínico y clínico. Entre los 




soluble en agua de AZD2811), alisertib, danusertib, AT283, PF-03814735 y 
AMG900 (244). 
En células de cáncer proliferativas, el tratamiento con inhibidores de Aurora B 
induce fallos en citocinesis que producen células poliploides con múltiples 
centrosomas (245, 246). Después de la eliminación de las drogas, se espera que 
estas células entren en mitosis de forma altamente descoordinada, conduciendo a 
daños cromosómicos irreparables y la subsecuente muerte de las células 
tumorales. De hecho, los inhibidores de Aurora B son bastante efectivos en la 
eliminación de las células cancerígenas in vitro y en modelos xenográficos (247). 
Destacablemente, en tratamientos clínicos, el inhibidor de Aurora B AZD1152 
mostró respuestas razonables como único agente para el tratamiento de la 
leucemia mieloide aguda en aproximadamente el 25% de los pacientes, sin dar 
lugar al desarrollo de una neuropatía significativa, garantizando así su evaluación 
en otras enfermedades hematológicas (248).  
Los inhibidores de Aurora quinasa se desarrollaron inicialmente para atacar 
tumores sólidos, incluyendo los de ovario, mama, pulmón y colon(220). Sin 
embargo, en este tipo de tumores AZD1152 no da lugar a una respuesta 
significativa (249). La explicación más plausible para este resultado es que la tasa 
de división de las células de estos tumores sea relativamente más lenta que en los 
modelos preclínicos, hecho que puede hacerlos menos susceptibles a la acción de 
AZD1152. Así, cuando el efecto del inhibidor de Aurora quinasa se mantenía a 
través de varios ciclos celulares en tumores, las células más proliferativas de la 
médula ósea se veían afectadas de forma severa (155, 220). Por lo tanto, es 
necesaria una mayor investigación clínica para saber qué tipo o tipos de tumores 
serán los más apropiados para responder a los inhibidores de Aurora B y qué 
factores genéticos o del medio contribuyen a las respuestas biológicas de las 
células tumorales. Por otro lado, estudios recientes han demostrado que la 
inhibición simultánea de un oncogén activo y de las quinasas Aurora usando 
compuestos con farmacología dual o inhibidores de Aurora en combinación con 




significativa en los resultados clínicos y también impedir la resistencia (220). En 
concreto, AZD1152 está siendo actualmente evaluado en un ensayo en fase III en 
combinación con otras drogas quimioterapéuticas (250). Finalmente, es 
importante señalar que se está aplicando la nanotecnología para la encapsulación 
de AZD2811 con resultados prometedores. Al aumentar la concentración de droga 
en los sitios tumorales en relación con el tejido sano, las formulaciones de 
nanopartículas tienen el potencial de mejorar tanto la eficacia como la seguridad, 
permitiendo tratamientos que, de otra forma, tienen limitaciones por el estrecho 
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3.1 Reevaluación de la relación funcional entre Aurora B y el punto de 
control de ensamblaje del huso 
Para que el material genético sea repartido de forma fiel durante la división 
mitótica se requiere la unión de todos los cromosomas al huso mitótico, siendo 
esencial durante este proceso el punto de control de ensamblaje del huso (SAC) 
(19). Sin embargo, la unión de todos los cromosomas al huso no es suficiente para 
garantizar una correcta segregación de los cromosomas; también es necesario que 
cada una de las cromátidas hermanas del mismo cromosoma se una a un polo 
distinto de este haz bipolar de microtúbulos, estado que se conoce como bi-
orientación de los cromosomas (253). La quinasa Aurora B es esencial en este 
proceso, y colabora con el SAC en la reparación de las uniones microtúbulo-
cinetocoro incorrectas (76). Se ha propuesto un modelo lineal para explicar la 
resolución de las uniones cromosómicas sintélicas (aquellas en las que ambas 
cromátidas están unidas al mismo polo del huso) mediante la actividad conjunta de 
Aurora B y el SAC. En base a este modelo, Aurora B es capaz de detectar las 
conexiones incorrectas que no originan tensión en el huso y las desestabiliza, 
generando cinetocoros no unidos a microtúbulos que conducen a la activación del 
SAC. Dicho punto de control bloquea entonces el ciclo celular en metafase, 
proporcionando a las células el tiempo necesario para restablecer las uniones 
microtúbulo-cinetocoro antes de progresen hasta anafase (19, 254). En base a este 
modelo lineal, sería esperable que tanto una deficiencia en Aurora B como la falta 
del SAC condujeran a problemas similares de segregación cromosómica. No 
obstante, los fenotipos de los mutantes en Aurora B y el SAC son muy diferentes. 
Esto es especialmente evidente en el caso de S. cerevisiae. En este organismo, IPL1, 
el homólogo de Aurora B, es un gen esencial y su inactivación conduce a fallos 




son totalmente viables en condiciones normales de crecimiento, y no muestran 
problemas evidentes de aneuploidía (255). 
Para explicar la diferencia de fenotipos asociados a la falta del SAC y a la reducción 
de la actividad quinasa de Ipl1 en S. cerevisiae, pueden considerarse varias 
hipótesis. Así, por una parte, se ha sugerido que Ipl1 podría ser capaz de detener la 
progresión del ciclo celular con independencia del SAC (256), lo que dotaría a las 
células con el tiempo que la quinasa necesita para corregir las uniones 
microtúbulo-cinetocoro incorrectas en ausencia de dicho punto de control. Por otra 
parte, también podría ocurrir que Ipl1 repare eficientemente todas las uniones 
sintélicas de los cromosomas durante las fases iniciales del ensamblaje del huso, de 
forma que el SAC se satisficiera, o incluso que no llegase a activarse, antes de que 
las células estuvieran preparadas para entrar en la transición metafase-anafase. 
Esto explicaría la dispensabilidad de este mecanismo de vigilancia en condiciones 
normales de crecimiento.  
Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral, hemos reevaluado la relación 
funcional entre Ipl1 y el SAC, con el fin de explicar la aparente discrepancia entre 
los fenotipos asociados, en cada caso, a su deficiencia. 
 
3.1.1 La reducción de la actividad quinasa de Ipl1 determina defectos 
sinergísticos de segregación cromosómica y viabilidad celular en 
mutantes deficientes en el SAC 
Como se ha comentado anteriormente, una de las posibles hipótesis planteadas 
para explicar la discrepancia entre los fenotipos observados en S. cerevisiae para 
mutantes deficientes en Ipl1 y células con un SAC inactivo es que dicha quinasa 
podría ser capaz de detener el ciclo celular de forma independiente del SAC. Así, 
Ipl1 podría actuar inhibiendo directamente la acción de APC/CCdc20. Sin embargo, y 




sido incapaces de encontrar ninguna interacción física entre estas proteínas en S. 
cerevisiae que apoye esta posibilidad. De este modo, decidimos evaluar una 
hipótesis alternativa. En concreto, la diferencia de fenotipos asociados a la falta de 
actividad Ipl1 o del SAC en S. cerevisiae también podría deberse a que, en 
condiciones normales de crecimiento, Ipl1 sea capaz de corregir eficientemente las 
uniones microtúbulo-cinetocoro incorrectas durante las etapas iniciales del 
ensamblaje del huso, sin necesidad de la activación del SAC. En este caso, la 
viabilidad de las células con actividad Ipl1 reducida y, por tanto, con una menor 
eficiencia de corrección de uniones microtúbulo-cinetocoro, debería ser más 
dependiente de la funcionalidad del SAC. Con el fin de comprobar esta hipótesis, 
hicimos uso del alelo termosensible ipl1-321, que codifica una proteína mutante de 
Ipl1 que muestra una reducción de 12 veces en su actividad quinasa a la 
temperatura restrictiva (258). Las células portaban adicionalmente una versión 
marcada con GFP del cromosoma IV (CrIV-GFP), la cual permite analizar la 
segregación cromosómica. El marcaje con GFP del cromosoma se consigue 
mediante la integración de una sucesión de secuencias del operador de la 
tetraciclina (tetO) cercanas al centrómero del cromosoma IV y la expresión 
constitutiva simultánea de una fusión tetR-GFP. El represor tetR reconoce y se une 
a las secuencias tetO, permitiendo visualizar en el microscopio de fluorescencia el 






Figura R1. Diferencia de fenotipos asociados a la falta del SAC y a la actividad reducida de 
Ipl1. Células del tipo silvestre (F955) y células de los mutantes mad1Δ (F142) e ipl1-321 (F323) con 
el CrIV-GFP se crecieron a 26°C en YPAD y se sincronizaron en G1 haciendo uso de la feromona 
factor alfa (5 µg/ml). Una vez sincronizadas, las células se liberaron a 37°C en YPAD. (A) Análisis de 
la segregación cromosómica. Las barras de error indican la desviación estándar (n = 3). (B) 
Imágenes representativas de segregación cromosómica correcta e incorrecta. Para cada célula se 
muestra el CrIV (CrIV-GFP; verde), el ADN (DAPI; azul), una imagen combinada del DAPI y el CrIV-
GFP (Merged) y una imagen de microscopía diferencial de contraste de interferencia (DIC). Barra de 
escala = 5 μm. 
 
De acuerdo con publicaciones previas, las células ipl1-321, a pesar de poseer un 
SAC completamente funcional (son capaces de bloquear el ciclo en metafase en 
presencia de drogas despolimerizadoras de microtúbulos (71, 256)), mostraban 
problemas graves de segregación cromosómica durante anafase a la temperatura 
restrictiva (Figura R1). Estos problemas determinaban letalidad celular a esta 
temperatura (Figura R2A). A diferencia del mutante ipl1-321, las células que 
poseen una deleción del gen MAD1 (un componente fundamental del SAC (31)) no 
mostraban problemas de segregación cromosómica evidentes (Figura R1A) y son 












































perfectamente viables (Figura R2A), al igual que se ha demostrado previamente 
para células que carecen de MAD2 (otro componente esencial del SAC) (255). 
De forma interesante, y de acuerdo a nuestra hipótesis inicial, la viabilidad de las 
células ipl1-321 se veía reducida en ausencia del SAC tanto a temperatura 
permisiva como a semi-permisivas (Figura R2A). Los defectos de viabilidad del 
mutante ipl1-321 mad1Δ se debían a fallos en la segregación cromosómica (Figura 
R2B). De acuerdo con estos resultados, las células ipl1-321 mad1Δ también 
mostraban mayor inestabilidad genómica que las células ipl1-321 y las células 
mad1Δ en ensayos de pérdida de plásmido (Figura R2C). Estos ensayos permiten 
detectar defectos de inestabilidad genómica más sutiles mediante el cálculo de la 
proporción de células que no son capaces de mantener un plásmido centromérico 
en medio no selectivo. Finalmente, y conforme a los datos anteriores, la viabilidad 
celular se reducía en células mad1Δ en las que la actividad de Ipl1 se disminuía 
haciendo uso del alelo ipl1-as5 (254), sensible al análogo del ATP 3MB-PP1 (Figura 
R2D). En resumen, por tanto, nuestros resultados demuestran que la reducción de 
actividad de Ipl1 junto con la ausencia del SAC conduce a defectos sinergísticos de 












Figura R2. Defectos sinergísticos de crecimiento e inestabilidad genómica asociados a la falta 
del SAC y la actividad reducida de Ipl1. (A) Células del tipo silvestre (F496) y células de los 
mutantes mad1Δ (F350), ipl1-321 (F267) e ipl1-321 mad1Δ (F2414) se crecieron a 26°C en YPAD. La 
viabilidad celular se determinó mediante un test de diluciones seriadas en el que las células se 
sembraron en placas de YPAD y se incubaron a la temperatura indicada en cada caso. (B) Células del 
tipo silvestre (F955) y células de los mutantes mad1Δ (F142), ipl1-321 (F323) e ipl1-321 mad1Δ 
(F2493) con el CrIV-GFP se crecieron a 26°C en YPAD y se sincronizaron en G1 haciendo uso de la 
feromona factor alfa (5 µg/ml). Una vez sincronizadas, las células se liberaron del bloqueo en G1 en 
YPAD a la temperatura indicada en cada caso. Se muestra el análisis de la segregación del CrIV-GFP 
a cada una de las temperaturas. Las barras de error indican la desviación estándar (n = 3).  (C) 
Ensayo de pérdida de plásmido con células del tipo silvestre (F496) y células de los mutantes 
mad1Δ (F350), ipl1-321 (F267) e ipl1-321 mad1Δ (F2414) transformadas con el plásmido pRS316. 
La gráfica muestra los valores medios y las desviaciones estándar de tres test de fluctuación para 
cada estirpe, cada uno realizado a partir de 6 colonias independientes. Se detallan las diferencias 
que son estadísticamente significativas (***, P < 0.001; y **, P < 0.01) o no-significativas (n.s.) de 
acuerdo a un test de dos colas. (D) Células del tipo silvestre (F496) y células de los mutantes mad1Δ 
(F350), ipl1-as5 (F1696) e ipl1-as5 mad1Δ (F1956) se crecieron a 26°C en YPAD. La viabilidad 
celular se determinó mediante un test de diluciones seriadas en el que las células se sembraron en 
placas de YPAD con 50 μM de inhibidor 3MB-PP1 o sin inhibidor, incubadas a 26°C. A las placas 
control se les añadió DMSO por ser el solvente donde está preparado el inhibidor 3MB-PP1. 



















































































































3.1.2 El retraso de la activación de Ipl1 en el ciclo celular hace al SAC 
esencial para la segregación correcta de los cromosomas 
Si bien los resultados anteriores están de acuerdo con la hipótesis de que Ipl1 
podría corregir eficientemente las uniones microtúbulo-cinetocoro incorrectas 
durante las fases iniciales del ciclo celular sin necesidad de que el SAC le 
proporcione tiempo adicional, también podrían explicarse en base a que Ipl1 posea 
capacidad propia de detener el ciclo celular. Para discernir entre estas dos 
posibilidades, retrasamos el inicio de la actividad de Ipl1, reduciendo el tiempo del 
que la quinasa dispone para garantizar la bi-orientación de los cromosomas, y 
comprobamos la necesidad de un SAC funcional para garantizar una segregación 
cromosómica correcta en estas condiciones. Esta aproximación requiere un alelo 
condicional de IPL1 que nos permita controlar de forma precisa la expresión de 
esta quinasa. Debido a que las células ipl1-321 mad1Δ mostraban defectos de 
segregación cromosómica ya evidentes a la temperatura permisiva, decidimos 
utilizar una estrategia distinta. En concreto, generamos una estirpe en la que la 
expresión de la única copia de IPL1 está controlada por el promotor del gen MET3 
(pMET3), reprimible por metionina. Adicionalmente, en estas células el gen IPL1 se 
encuentra fusionado transcripcionalmente a un degrón inducible por temperatura, 
que permite la degradación rápida de la proteína a 37°C (Ub-DHFR, (261)). Las 
células pMET3-Ub-DHFR-IPL1 no expresaban Ipl1 en medio con metionina a 37°C 
(Figura R3A), lo cual provocaba problemas graves de segregación cromosómica, 
similares a los observados en el caso del alelo ipl1-321 (Figura R3B). Estos 
problemas conducían, en última instancia, a letalidad celular (Figura R3C). Sin 
embargo, las células se comportaban como las del tipo silvestre en medio sin 






Figura R3. Generación de un nuevo alelo condicional de IPL1. (A) Células pMET3-Ub-DHFR-
IPL1-3HA (pMET-deg-IPL1; F1595) se crecieron en SD sin metionina (SD-MET) a 26°C y se 
sincronizaron en G1 haciendo uso de la feromona factor alfa (5 µg/ml). Una vez sincronizadas, las 
células se liberaron en SD-MET a 26°C o en SD con 8 mM de metionina a 37°C. Se muestra el análisis 
Western de los niveles de Ipl1-3HA en un cultivo asincrónico (en SD-MET a 26°C) y a los tiempos 
indicados tras la liberación del bloqueo en G1. Los niveles de Pgk1 (3-fosfoglicerato quinasa) se 
usaron como control de carga. (B) Células del tipo silvestre (F955) y células de los mutantes ipl1-
321 (F323) y pMET3-Ub-DHFR-IPL1 (pMET-deg-IPL1; F1517) con el CrIV-GFP se crecieron en SD-
MET a 26°C y se sincronizaron en G1 haciendo uso de la feromona factor alfa (5 µg/ml). Una vez 
sincronizadas, las células se liberaron en SD-MET (-MET) o con 8 mM de metionina (+MET) a 37°C. 
Se muestran los porcentajes de segregación correcta e incorrecta del CrIV-GFP. Las barras de error 
indican la desviación estándar (n = 3). (C) Análisis de la viabilidad celular mediante test de 
diluciones seriadas de células de la estirpe silvestre (F496) y células de los mutantes ipl1-321 
(F323) y pMET3-Ub-DHFR-IPL1 (F1124). Las células se cultivaron en SD-MET a 26°C y se sembraron 
en placas de SD-MET (-MET) y SD con 8 mM de metionina (+MET), incubadas a 26°C ó 37°C. 
 
Con el fin de probar la capacidad del alelo pMET3-Ub-DHFR-IPL1 de corregir las 
uniones microtúbulo-cinetocoro erróneas en ausencia de un SAC funcional, 
llevamos a cabo un experimento control inicial en el que células pMET3-Ub-DHFR-
IPL1-3HA CDC20-AID y células pMET3-Ub-DHFR-IPL1-3HA CDC20-AID mad1Δ se 
bloquearon en metafase haciendo uso del alelo CDC20-AID (Figura R4 y R5A). 
CDC20-AID codifica un degrón de Cdc20 inducible por auxina (IAA), que permite 
bloquear el ciclo en metafase debido a la inactivación del cofactor del APC/C tras la 
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las que se permitía la expresión continua de Ipl1 progresaban de manera similar 
por el ciclo celular en presencia y en ausencia del SAC, y en ambos casos las células 
bi-orientaban correctamente las cromátidas hermanas (Figura R5B, R5C y R5D). La 
ligera caída en los niveles de Ipl1 que se observa tras la reactivación de Cdc20 
podría reflejar una degradación de esta quinasa dependiente del APC/C en la 
transición metafase-anafase. En cualquier caso, y como demuestran los resultados 
anteriores, esta caída no afecta a la progresión del ciclo celular ni a la segregación 
de los cromosomas. Durante el bloqueo dependiente de Cdc20, las células pMET3-
Ub-DHFR-IPL1-3HA CDC20-AID y las células pMET3-Ub-DHFR-IPL1-3HA CDC20-AID 
mad1Δ mostraban un huso corto, de aproximadamente 2 µm de longitud, con una 
morfología típica de metafase, y que se mantenía hasta que Cdc20 era reactivado y 
las células entraban en anafase (Figura R5E, R5F y R5G). Esta morfología indica la 
existencia de tensión en el huso como consecuencia de la correcta bi-orientación 
de los cromosomas y, por tanto, una actividad eficiente de Ipl1. En resumen, todos 
estos datos demuestran que el alelo pMET3-Ub-DHFR-IPL1 es completamente 
funcional. 
 
Figura R4. Caracterización del alelo CDC20-AID. (A) Células del tipo silvestre (F496) y células 
pADH1-OsTir1 (F1664) y pADH1-OsTir1 CDC20-AID (F1704) se crecieron en YPAD a 26°C. La 
viabilidad celular se determinó mediante un test de diluciones seriadas en placas de YPAD con IAA 
(+500 μM IAA) o sin IAA (+EtOH) incubadas a 26°C. La placa control contiene etanol absoluto por 
ser el solvente donde se preparó la auxina. (B) Células pADH1-OsTir1 CDC20-AID (F1704) se 
crecieron en YPAD a 26°C y se sincronizaron en G1 haciendo uso de la feromona factor alfa (5 
µg/ml). Posteriormente, se liberaron en YPAD con IAA (+500 μM IAA) o sin IAA (+EtOH) a 37°C. Se 
muestra el análisis de células en metafase en base a la morfología del huso y del núcleo en los 
tiempos indicados tras la liberación del bloqueo en G1. El cultivo control contiene etanol absoluto 
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Figura R5. Funcionalidad del alelo pMET3-Ub-DHFR-IPL1. (A-F) Células pMET3-Ub-DHFR-IPL1-
3HA CDC20-AID (MAD1; F1940) y células pMET3-Ub-DHFR-IPL1-3HA CDC20-AID mad1Δ (mad1Δ; 
F1942) con el CrIV-GFP se crecieron en SD-MET a 26°C y se sincronizaron en G1 haciendo uso de la 
feromona factor alfa (5 µg/ml). Posteriormente, se liberaron en SD-MET con 500 μM IAA. Tras 2,5 
horas en medio con IAA, las células se lavaron y se resuspendieron en SD-MET y sin IAA a 26°C.   
(A) Diseño experimental. (B) Análisis Western de los niveles de Ipl1-3HA en los tiempos indicados 
tras la liberación de G1. Los niveles de Pgk1 se usaron como control de carga. (C) Análisis del 











































































































































indicados tras la liberación del bloqueo en factor alfa. (D) Análisis de la segregación del CrIV-GFP. 
Las barras de error indican la desviación estándar (n = 3). (E) Longitud media del huso en los 
tiempos indicados. Las barras de error indican la desviación estándar de la media (SEM; n = 75). Se 
muestran las diferencias estadísticamente significativas (***, P < 0.001) o no significativas (n.s.) de 
acuerdo al test de comparaciones múltiples de Student-Newman-Keuls. (F-G) Imágenes 
representativas de células pMET3-Ub-DHFR-IPL1-3HA CDC20-AID (F; F1940) y pMET3-Ub-DHFR-
IPL1-3HA CDC20-AID mad1Δ (G; F1942). Para cada célula se muestra el huso (Tubulina; verde), el 
núcleo (DAPI; azul), una imagen de microscopía de contraste de fases (PCM) y una imagen 
combinada del huso, el núcleo y PCM (Merged). Barra de escala = 5 μm. 
 
Tras comprobar la funcionalidad del alelo condicional pMET3-Ub-DHFR-IPL1-3HA, 
usamos este alelo para retrasar el inicio de la actividad de Ipl1 durante la 
progresión del ciclo celular y analizar, en estas condiciones, si la capacidad de las 
células de corregir las uniones sintélicas de los cromosomas es dependiente del 
SAC. En concreto, las células se bloquearon en metafase en ausencia de Cdc20 y de 
Ipl1. Una hora antes de la reactivación de Cdc20, se indujo la transcripción de Ipl1, 
aunque se siguió manteniendo la temperatura restrictiva. Pasado este tiempo, se 
permitió la progresión por el ciclo en condiciones permisivas tanto para la 
expresión de Cdc20 como de Ipl1 (Figura R6A y R6B). Durante el bloqueo en 
metafase provocado por la ausencia de Cdc20, el huso se elongaba de forma 
anormal (Figura R6E, R6F y R6G). Este hecho es indicativo de que la falta de 
actividad Ipl1 durante los estadíos tempranos del ensamblaje del huso provocaba 
una acumulación de cromosomas mono-orientados y, como consecuencia, una 
reducción de la tensión en el huso. Las células pMET3-Ub-DHFR-IPL1-3HA CDC20-
AID prolongaban el bloqueo en metafase temporalmente después de que se 
indujera la expresión de Cdc20, pero finalmente entraban en anafase y salían del 
ciclo (Figura R6C). Remarcablemente, y a diferencia de lo que ocurría en las células 
con un SAC funcional, las células pMET3-Ub-DHFR-IPL1-3HA CDC20-AID mad1Δ no 
eran capaces de mantener temporalmente el bloqueo tras la inducción de la 
expresión de Cdc20 y progresaban inmediatamente hasta anafase (Figura R6C). De 
esta forma, mientras que la inducción de la expresión de Ipl1 en las células pMET3-
Ub-DHFR-IPL1-3HA CDC20-AID permitía la reparación de todas las uniones 




cromosómica (Figura R6D), como se evidenciaba por la recuperación de la 
morfología normal del huso (Figura R6E y R6F), las células carentes de un SAC 
funcional nunca recuperaban la morfología de huso corto metafásico y 
progresaban hasta anafase sin reparar las uniones sintélicas (Figura R6D, R6E y 
R6G).  
Los resultados anteriores demuestran que el SAC se convierte en esencial cuando 
se retrasa el inicio de la actividad Ipl1. En estas condiciones, la quinasa no es capaz 
de detener la progresión del ciclo celular con independencia de este mecanismo de 
vigilancia para garantizar la bi-orientación de los cromosomas. En concordancia 
con esta línea argumental, no se observaban problemas en la segregación de los 
cromosomas en las células pMET3-Ub-DHFR-IPL1-3HA CDC20-AID mad1Δ cuando 
la actividad de Ipl1 se retrasaba sólo hasta fase S (Figura R7) y, por tanto, la 
quinasa tenía el tiempo necesario tras la inducción de su expresión para resolver 
las uniones microtúbulo-cinetocoro incorrectas. 
Teniendo en cuenta todo lo anterior, nuestros datos están de acuerdo con un 
modelo de regulación de la segregación cromosómica en el que la quinasa Ipl1 es 
capaz de reparar las uniones sintélicas eficientemente en las etapas iniciales del 
ciclo celular. Esto determina que el establecimiento del huso mitótico bipolar tenga 
lugar antes de que las células estén preparadas para iniciar la transición metafase-
anafase y las uniones sintélicas puedan llegar a suponer un problema para las 
células. De este modo, el SAC actúa como un mecanismo de seguridad que sólo se 
convierte en esencial en situaciones en las que se ve afectada la captura de los 
cinetocoros por los microtúbulos, permitiendo detener el ciclo y garantizar la 








Figura R6. Retraso del inicio de actividad de Ipl1 durante la progresión del ciclo celular. 
Células pMET3-Ub-DHFR-IPL1-3HA CDC20-AID (MAD1; F1940) y células pMET3-Ub-DHFR-IPL1-3HA 
CDC20-AID mad1Δ (mad1Δ; F1942) con el CrIV-GFP se cultivaron en SD-MET a 26°C y se 
sincronizaron en G1 haciendo uso de la feromona factor alfa (5 µg/ml). Posteriormente, se liberaron 
en SD con metionina 8 mM e IAA 500 μM a 37°C. Después de 1,5 h, las células se transfirieron a SD-
MET con IAA 500 μM a 37°C. Finalmente, 1 h más tarde, las células se lavaron y se resuspendieron 
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tiempos indicados tras la liberación del bloqueo en G1. Los niveles de Pgk1 se usaron como control 
de carga. (C) Análisis del porcentaje de células en metafase en base a la morfología del huso y el 
núcleo para cada tiempo tras la liberación del bloqueo en G1. (D) Análisis de la segregación del 
CrIV-GFP. Las barras de error indican la desviación estándar (n = 3). (E) Longitud media del huso en 
los tiempos indicados tras la liberación del bloqueo en G1. Las barras de error indican la SEM (n = 
75). Se indican las diferencias estadísticamente significativas (***, P < 0.001) o no significativas 
(n.s.) de acuerdo a un test de comparaciones múltiples Student-Newman-Keuls. (F-G) Imágenes 
representativas de células pMET3-Ub-DHFR-IPL1-3HA CDC20-AID (F; F1940) y pMET3-Ub-DHFR-
IPL1-3HA CDC20-AID mad1Δ (G; F1942). Para cada célula se muestra el huso (Tubulina; verde), el 
núcleo (DAPI; azul), una imagen de PCM y la imagen combinada del núcleo, el huso y PCM (Merged). 
Barra de escala = 5 μm. 
 
 
Figura R7. Retraso del inicio de la actividad de Ipl1 hasta fase S. Células pMET3-Ub-DHFR-IPL1-
3HA CDC20-AID (MAD1; F1940) y células pMET3-Ub-DHFR-IPL1-3HA CDC20-AID mad1Δ (mad1Δ; 
F1942) con el CrIV-GFP se crecieron y se sincronizaron en G1 haciendo uso de la feromona factor 
alfa (5 µg/ml) en SD-MET a 26°C. Posteriormente, se liberaron en SD con metionina 8 mM e 
hidroxiurea (HU) 200 mM a 37°C. Después de 1,5 h las células se pasaron a SD-MET con HU 200 mM 
y se cultivaron durante 30 minutos a 37°C. A continuación, las células se liberaron del bloqueo en 
fase S en SD-MET sin HU a 26°C. (A) Diseño experimental. (B) Análisis del porcentaje de células en 
metafase en base a la morfología del huso y del núcleo en los tiempos indicados tras la liberación 
del bloqueo en G1. (C) Análisis de la segregación del CrIV-GFP. Las barras de error indican la 
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3.2 Análisis de las consecuencias del incremento de actividad quinasa 
Aurora B en Saccharomyces cerevisiae 
En células de mamífero, el incremento de actividad quinasa Aurora B provoca 
inestabilidad genómica y problemas de segregación cromosómica (262), activación 
del SAC (262) e imposibilidad de realizar la citocinesis (231, 263). Además, Aurora 
B se encuentra sobreexpresada en varios tipos de cáncer y su grado de expresión 
se ha relacionado con una peor prognosis (236). Sin embargo, al inicio de esta Tesis 
Doctoral se desconocían los mecanismos moleculares que conducen a estos 
fenotipos. A este desconocimiento contribuía el hecho de que la sobreexpresión de 
Ipl1 en S. cerevisiae, organismo en el que se ha desarrollado gran parte del 
conocimiento sobre Aurora B, no da lugar a ningún fenotipo aparente y no 
interfiere con la viabilidad celular (71). De este modo, y para explicar las 
consecuencias del incremento de actividad quinasa Aurora B en el ciclo celular, nos 
planteamos desarrollar un modelo de levaduras que pudiese reproducir los 
fenotipos asociados a la sobreexpresión de Aurora B en metazoos. 
 
3.2.1 La sobreexpresión de Ipl1 y Sli15 es letal en células de levadura 
Ipl1 forma parte del complejo pasajero del cromosoma (CPC) junto a otras 
subunidades no-enzimáticas que controlan tanto su actividad quinasa como su 
localización y función (155). Uno de los componentes no-enzimáticos 
fundamentales del CPC es Sli15 (el homólogo de INCENP en humanos), que se ha 
descrito como el elemento de andamiaje del complejo y que tiene un papel clave en 
la localización y actividad de Ipl1 (75). Este papel clave de Sli15 podría explicar que 
el aumento en los niveles de expresión de IPL1 no determine problemas en las 
células de levadura ya que, si sus niveles de expresión son limitantes, el exceso de 




De este modo, decidimos evaluar los efectos de la sobreexpresión conjunta de IPL1 
y SLI15 sobre la segregación cromosómica y la viabilidad celular. Para ello, se 
generaron estirpes de levadura que contenían una copia adicional de ambos genes 
bajo el control del promotor regulable pGAL1-10 (pGAL). El promotor pGAL se 
activa en presencia de galactosa y se reprime en presencia de glucosa en el medio 
de cultivo. La rafinosa no conlleva ni represión ni inducción de dicho promotor, por 
lo que este azúcar se usó como fuente de carbono para favorecer el crecimiento de 
las estirpes de levaduras sin afectar la expresión de los genes clonados bajo el 
control de pGAL. El análisis de los niveles de ARNm mediante PCR cuantitativa 
indicó que las células pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 mostraban niveles incrementados de 
expresión de IPL1 y SLI15 en condiciones de inducción del promotor pGAL (89 
veces en el caso de la expresión de IPL1 y 110 veces en el caso de SLI15). 
Remarcablemente, y de acuerdo con nuestra predicción inicial, la sobreexpresión 
simultánea de IPL1 y SLI15 se correlacionaba con un aumento de actividad quinasa, 
como demostraba el incremento en los niveles de fosforilación en la serina 10 de la 
histona H3 (Figura R8A), una modificación de la cromatina que depende de la 
actividad Aurora B (150). 
Una vez comprobado que la sobreexpresión conjunta de IPL1 y SLI15 conduce a un 
incremento en la actividad quinasa de Ipl1, analizamos cómo interfiere este 
aumento con la viabilidad celular. De acuerdo a lo descrito previamente, la 
sobreexpresión de IPL1 no afectaba a la viabilidad celular (71), mientras que el 
incremento de expresión de SLI15 tenía un ligero efecto sobre el crecimiento de las 
células (Figura R8B). No obstante, la sobreexpresión simultánea de IPL1 y SLI15 
conducía a letalidad celular, siendo las células totalmente inviables en placas que 
contenían galactosa (Figura R8B). La pérdida de viabilidad celular de la estirpe 
pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 en condiciones de sobreexpresión podría deberse a una 
variación en la estequiometria del complejo CPC. Para estudiar esta posibilidad, 
analizamos los efectos de la sobreexpresión de Bir1 (el homólogo de Survivina), 
otro de los componentes no enzimáticos del CPC (76). La sobreexpresión de Bir1 




sobreexpresión de Ipl1 o Sli15 (Figura R8B). Además, el incremento en los niveles 
de expresión de Bir1 no era capaz de suprimir la letalidad causada por la 
sobreexpresión conjunta de Ipl1 y Sli15 (Figura R8B). Por tanto, nuestros 
resultados sugieren que la pérdida dramática de viabilidad asociada al aumento de 
expresión de IPL1 y SLI15 se debe de forma específica al aumento de actividad 
quinasa de Ipl1. 
 
 
Figura R8. La sobreexpresión simultánea de Ipl1 y Sli15 afecta la viabilidad celular.               
(A) Células de tipo silvestre (F955) y células de los mutantes pGAL-IPL1 (F256), pGAL-SLI15 (F953) 
y pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 (F947) se crecieron en YPA-Raf, se sincronizaron en G1 haciendo uso de la 
feromona factor alfa (5 µg/ml), y se liberaron en YPA-Gal o en YPAD a 26°C. Se muestra el análisis 
Western de los niveles de H3 total y H3 fosforilada en la serina 10 (H3-℗) en muestras tomadas 60 
minutos después de la liberación del bloqueo en G1. (B) Células silvestres (F955) y células de los 
mutantes pGAL-IPL1 (F256), pGAL-SLI15 (F953), pGAL-BIR1 (F1640), pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 
(F947), pGAL-IPL1 pGAL-BIR1 (F1644), pGAL-SLI15 pGAL-BIR1 (F1642) y pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 
pGAL-BIR1 (F1646) se crecieron en YPA-Raf a 26°C. La viabilidad celular se determinó mediante un 







































































































3.2.2 Los niveles incrementados de Ipl1 y Sli15 provocan inestabilidad del 
huso y un bloqueo en el ciclo celular 
En la división de S. cerevisiae, la aparición de la gema tiene lugar al final de la fase 
G1 e implica que la célula ha pasado el punto de control START, que regula la 
transición G1/S. La célula hija crece continuamente durante las fases S y M hasta 
que alcanza un tamaño similar al de la célula madre (264). Por tanto, el tamaño de 
la célula hija con respecto a la madre es un marcador útil de progresión del ciclo 
celular. Haciendo uso de este marcador, y con el fin de estudiar con más detalle los 
efectos de la sobreexpresión de Ipl1 y Sli15, evaluamos las consecuencias del 
incremento de actividad quinasa Ipl1 sobre la progresión del ciclo celular (Figura 
R9A). Las células que sobreexpresaban individualmente Ipl1 o Sli15 avanzaban por 
el ciclo de manera similar a las del tipo silvestre (Figura R9B). Así, la mayoría de 
estas células mostraban una gema pequeña aproximadamente 45-60 minutos tras 
entrar sincrónicamente en el ciclo celular. Transcurridos 90 minutos, las células 
pasaban a exhibir una gema grande. Finalmente, se llevaba a cabo la citocinesis y, 
unos 150 minutos después de iniciar el ciclo, se observaba de nuevo una 
acumulación de células sin gemar. A diferencia de lo que ocurría con las células 
anteriores, y a pesar de que las células con niveles incrementados tanto de Ipl1 
como de Sli15 entraban de manera sincrónica en el ciclo aparentemente sin 
problemas (como muestra la acumulación de células con gema pequeña 
aproximadamente a los 45-60 minutos), el mutante pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 no era 
capaz de salir de mitosis en condiciones de inducción del promotor pGAL, 





Figura R9. La sobreexpresión de Ipl1 y Sli15 determina un bloqueo del ciclo celular. Células 
del tipo silvestre (F955) y células de los mutantes pGAL-IPL1 (F256), pGAL-SLI15 (F953) y pGAL-
IPL1 pGAL-SLI15 (F947) se crecieron durante toda la noche en YPA-Raf a 26°C. Al día siguiente, las 
células se sincronizaron en G1 haciendo uso de la feromona factor alfa (5 µg/ml). Media hora antes 
de ser liberadas de este bloqueo, se añadió galactosa a una concentración final del 2%. Una vez 
sincronizadas en G1, las células se liberaron en YPA-Raf/Gal sin feromona, y se reañadió factor alfa 
(5 µg/ml) una vez que se producía la gemación para impedir la entrada en un nuevo ciclo.              
(A) Diseño experimental. (B) Análisis de la progresión del ciclo celular en base al tamaño de la 
gema. Se muestran los porcentajes de células sin gema, con gema pequeña y gema grande en los 
tiempos indicados después de la liberación del bloqueo en G1. Las barras de error indican la 
desviación estándar (n = 3). (C) Análisis del contenido de ADN mediante citometría de flujo en los 
tiempos indicados tras la liberación del bloqueo en G1. 
 
El tamaño de la gema, si bien da una idea general de la progresión del ciclo celular, 
no permite distinguir entre las distintas fases del mismo. Por ello, es necesario usar 
marcadores adicionales que posibiliten definir con mayor exactitud la fase del ciclo 
en la que se encuentran las células. Así, y en primer lugar, analizamos la variación 
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del contenido genómico a lo largo del ciclo celular mediante citometría de flujo, con 
el fin de comprobar si existían problemas durante la replicación del ADN. El 
análisis del contenido de ADN mostraba que las células del tipo silvestre, del 
mutante de sobreexpresión de Ipl1 y del mutante de sobreexpresión de Sli15 
replicaban completamente su genoma aproximadamente 45 minutos después de la 
liberación del bloqueo en G1, y más tarde salían de mitosis para acumularse de 
nuevo como células con un contenido genómico 1N (Figura R9C). El incremento 
simultáneo de los niveles de expresión de Ipl1 y Sli15 no parecía interferir con la 
replicación del ADN, puesto que al igual que el control silvestre y los mutantes 
simples de sobreexpresión, el mutante pGAL-IPL1 pGAL-SLI15, en condiciones de 
inducción del promotor pGAL, replicaba completamente su genoma en torno a los 
45 minutos tras la liberación. Sin embargo, las células no salían de mitosis y 
finalmente se acumulaban con un contenido genómico 2N, de acuerdo a lo 
observado previamente en la cinética de progresión del ciclo celular (Figura R9C). 
Una vez comprobada la ausencia de problemas durante la replicación, analizamos 
la morfología del huso mitótico y del núcleo, que nos permite conocer en qué fase 
de la mitosis se encuentra cada célula, para evaluar con más detalle cómo 
progresan las células por el ciclo. Las células de la estirpe silvestre y de los 
mutantes pGAL-IPL1 y pGAL-SLI15, en condiciones de inducción del promotor 
pGAL, mostraban un huso y un núcleo con morfologías típicas de metafase 
aproximadamente a los 75 minutos tras su liberación del bloqueo en G1. 
Posteriormente, alrededor de los 90 minutos, las células elongaban completamente 
el huso y alcanzaban anafase (Figura R10A). Finalmente, se producía el 
desensamblaje del huso y las células salían de mitosis (Figura R10A y R11A). En 
condiciones de sobreexpresión, el mutante pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 tampoco 
mostraba defectos en la entrada del ciclo celular, de acuerdo con los datos 
anteriores, y alcanzaba metafase en torno a los 75 minutos sin ningún problema 
obvio. Sin embargo, las células con actividad Ipl1 incrementada experimentaban 
dificultades cuando intentaban extender el huso para dar lugar a la segregación de 




problemas, observándose menos de un 10% de células con una morfología de huso 
típica de anafase (Figura R10A). En la mayor parte de los casos, una vez iniciaban 
su extensión, se producía una debilitación del huso mitótico, especialmente en la 
zona media, tras lo cual el huso finalmente colapsaba (Figura R10A, R10D y R11B). 
A pesar de ello, la mayoría de las células conseguían distribuir sus cromosomas 
entre las células madre e hija, como demostraba la aparición de masas de DAPI 
separadas (Figura R10D). Para confirmar los problemas observados en cuanto a la 
estabilidad del huso, cuantificamos la longitud máxima del mismo durante su 
elongación. La longitud del huso mitótico varía a lo largo del ciclo celular, de forma 
que en cada fase presenta una medida característica. Así, en metafase, el huso 
muestra una longitud media de 1,5-2 µm y en anafase temprana unas 5-6 µm, 
siendo su máxima longitud en anafase tardía, fase en la que mide en torno a 10 µm. 
Es importante señalar que estas longitudes son aproximadas, pues dependen del 
fondo genético de la levadura empleada y del equipo usado para las mediciones 
(265). Con el fin de comprobar si la variación de los niveles de expresión de Ipl1 y 
Sli15 afectaba a la capacidad de elongación máxima del huso, se midió su longitud 
en anafase en células con masas de DAPI separadas (anafase tardía; Figura R10C). 
La longitud media máxima del huso era de 9 µm en las células del tipo silvestre y 
en las células que sobreexpresaban Ipl1, reduciéndose hasta aproximadamente 4 
µm en las que poseían una expresión incrementada tanto de Ipl1 como de Sli15 
(Figura R10B). Aunque la longitud máxima se veía ya ligeramente afectada con la 
sobreexpresión individual de Sli15 (Figura R10B), en este caso la zona media del 






Figura R10. Análisis de la progresión del ciclo celular tras la sobreexpresión de Ipl1 y Sli15. 
Células del tipo silvestre (F955) y células de los mutantes pGAL-IPL1 (F256), pGAL-SLI15 (F953) y 
pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 (F947) se bloquearon en G1 haciendo uso de la feromona factor alfa y se 
liberaron de manera sincrónica en medio YPA-Raf/Gal a 26°C (siguiendo el diseño experimental de 
la Figura R9A). (A) La progresión del ciclo celular se analizó en base a la morfología del huso y del 
núcleo. Se representan los porcentajes de células en metafase y anafase, así como de células con un 
huso debilitado por la zona media y con un huso roto en los tiempos indicados tras la liberación del 
bloqueo en G1. Las barras de error indican la desviación estándar (n = 3). (B) Longitud máxima 
promedio del huso en células con los núcleos segregados. Las barras de error indican la SEM (n = 
150). Se reflejan las diferencias estadísticamente significativas (***P < 0.0001) o no significativas 
(n.s.) de acuerdo a un test t de dos colas. (C y D) Imágenes representativas de células del tipo 
silvestre (C; F955) y del mutante pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 (D; F947). En cada imagen se muestra el 
huso (Tubulina; verde), el núcleo (DAPI; azul), una imagen de PCM y una imagen combinada del 























































































































































































Figura R11. Análisis de la elongación del huso mitótico mediante microscopía en tiempo real. 
Células del tipo silvestre (A; F1570) y células del mutante pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 (B; F1803) con 
una versión marcada de Tub1 (Tub1-GFP) se crecieron en placas con medio S-Raf/Gal y se tomaron 
imágenes cada dos minutos. Se muestran imágenes de la proyección máxima de una serie de 7 
secciones espaciadas 0,78 µm en el eje z. 
 
3.2.3 La sobreexpresión de Ipl1 y Sli15 conduce a problemas graves de 
segregación cromosómica 
En células de mamífero se había descrito que el incremento de actividad quinasa 
Aurora B genera aneuploidías e inestabilidad genómica (262). En base a esto, 
decidimos estudiar si nuestro modelo de actividad incrementada de Ipl1 muestra 
también problemas de segregación cromosómica. Con este fin, se siguió la 
segregación de una versión marcada con GFP del cromosoma IV (CrIV-GFP). En 
células silvestres, tras la segregación de los cromosomas en anafase, podían 
distinguirse dos masas de DAPI separadas, de aproximadamente el mismo tamaño. 
De acuerdo con una correcta distribución de los cromosomas, cada masa de DAPI 
mostraba un punto verde de GFP, correspondiente a una de las cromátidas 




IPL1 o SLI15 de forma individual no afectaba a la segregación cromosómica. Sin 
embargo, las células pGAL-IPL1 pGAL-SLI15, en condiciones de inducción del 
promotor pGAL, cosegregaban ambas cromátidas hermanas hacia una misma célula 
casi en todos los casos (Figura R12A y R12B). Además, y a diferencia de lo que 
ocurre en las células con actividad Ipl1 reducida, en las que la cosegregación de las 
cromátidas hermanas se produce preferencialmente hacia la célula hija, las células 
con incremento de expresión de Ipl1 y Sli15 mostraban un ligero sesgo en la 
segregación de ambas cromátidas hermanas hacia la célula madre. Para verificar 
que los problemas de segregación observados no eran específicos del cromosoma 
IV, evaluamos también la segregación cromosómica en células que portaban una 
versión marcada con GFP del cromosoma V (CrV-GFP), siguiendo la misma 
estrategia de marcaje que para el CrIV-GFP. Este análisis demostraba que, de 
manera importante, el patrón de segregación de este cromosoma era similar al del 
cromosoma IV, tanto en células del tipo silvestre como en las células del mutante 
pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 en condiciones de sobreexpresión (Figura R12C). 
Con objeto de demostrar que los defectos observados en la progresión a lo largo 
del ciclo y en la segregación de los cromosomas en el mutante pGAL-IPL1 pGAL-
SLI15 en condiciones de sobreexpresión se deben realmente al incremento de 
actividad de Ipl1, hicimos uso del alelo ipl1-D227A, carente de actividad quinasa 
(266). La sobreexpresión conjunta del alelo ipl1-D227A y SLI15 conducía a letalidad 
celular (Figura R13A), pero a diferencia de los fenotipos asociados al incremento 
de expresión de Ipl1 y Sli15, dichas células presentaban un comportamiento 
parecido al de las células con actividad Ipl1 reducida: salían de mitosis, no 
presentaban inestabilidad en el huso y segregaban incorrectamente los 
cromosomas alrededor del 70% de las ocasiones, con un patrón diferente al 
obtenido para el incremento de actividad quinasa Ipl1 (Figura R13B, R13C y 
R13D). Estos fenotipos eran similares a los causados por la sobreexpresión 
individual de ipl1-D227A. La sobreexpresión de este alelo, por tanto, actúa de forma 
dominante negativa. En resumen, podemos concluir que, en las células con niveles 




problemas en la progresión a lo largo del ciclo y con la estabilidad del huso son 
dependientes del incremento de actividad quinasa Ipl1. 
 
 
Figura R12. La sobreexpresión de Ipl1 y Sli15 provoca defectos en segregación cromosómica. 
(A y B) Células del tipo silvestre (F955) y células de los mutantes pGAL-IPL1 (F256), pGAL-SLI15 
(F953) y pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 (F947) con el CrIV-GFP se sincronizaron en G1 haciendo uso de la 
feromona factor alfa y se liberaron en YPA-Raf/Gal (siguiendo el diseño experimental de la Figura 
R9A). (A) Análisis de la segregación del CrIV-GFP. Los gráficos de barras indican el porcentaje de 
células que segregaron las cromátidas correctamente (células con un punto fluorescente en la 
madre (M) y otro en la hija (H)) o que cosegregaron las cromátidas hacia la célula madre (un punto 
o dos puntos fluorescentes sólo en la célula madre) o hacia la hija (un punto o dos puntos 
fluorescentes sólo en la gema). Las barras de error indican la desviación estándar (n = 3). (B) 
Imágenes representativas de los diferentes patrones de segregación en las que se muestra el CrIV-
GFP (verde), el ADN (DAPI; azul), una imagen de DIC, así como una imagen combinada del ADN y el 
CrIV-GFP (Merged). (C) Células del tipo silvestre (F955) y células del mutante pGAL-IPL1 pGAL-
SLI15 (F1906) con el CrIV-GFP así como células del tipo silvestre (F1359) y células del mutante 
pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 (F1901) con el CrV-GFP se sincronizaron en G1 haciendo uso de la feromona 
factor alfa y se liberaron en YPA-Raf/Gal (siguiendo el diseño experimental de la Figura R9A). 
Análisis de la segregación del CrIV-GFP o CrV-GFP. Los gráficos de barras indican el porcentaje de 
células que segregaron las cromátidas hermanas correctamente o que las cosegregaron bien hacia 
la célula madre o hacia la hija. Las barras de error indican la desviación estándar (n = 3).  
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Figura R13. Los fenotipos asociados a la sobreexpresión de Ipl1 y Sli15 son dependientes de 
la actividad quinasa. Células del tipo silvestre (F955) y células de los mutantes pGAL-IPL1 (F256), 
pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 (F947), pGAL-ipl1-D277A (F2008) y pGAL-ipl1-D277A pGAL-SLI15 (F2021) 













































































































































































































































































con el CrIV-GFP se crecieron en YPA-Raf a 26°C. (A) Análisis de la viabilidad mediante test de 
diluciones seriadas en placas de YPAD e YPA-Raf/Gal incubadas a 26°C. (B) Las células se 
sincronizaron en G1 haciendo uso de la feromona factor alfa y se liberaron en YPA-Raf/Gal 
(siguiendo el diseño experimental de la Figura R9A). Se muestran los porcentajes de células sin 
gema, con gema pequeña y con gema grande en los tiempos indicados tras la liberación del bloqueo 
en G1. Las barras de error indican la desviación estándar (n = 3). (C) Análisis de la segregación del 
CrIV-GFP. Los gráficos de barras indican si las cromátidas hermanas han segregado correctamente 
o han cosegregado, bien hacia la célula madre (M) o bien hacia la hija (H). Las barras de error 
indican la desviación estándar (n = 3). (D) Promedio de la longitud máxima del huso en células con 
los núcleos segregados. Las barras de error indican la SEM (n = 150). 
 
Los resultados anteriormente expuestos demuestran que el incremento de 
actividad quinasa generado por la sobreexpresión simultánea de Ipl1 y Sli15 en S. 
cerevisiae recapitula los problemas de segregación cromosómica asociados al 
incremento de actividad quinasa Aurora B en células de mamífero. El incremento 
de actividad Ipl1 observado en levaduras tras a la sobreexpresión de IPL1 y SLI15 a 
partir del promotor pGAL es tan elevado que impide la viabilidad celular. El hecho 
de que la sobreexpresión de IPL1 y SLI15 ocasione fenotipos tan drásticos supone 
una ventaja para intentar definir los mecanismos moleculares que conducen a los 
fenotipos asociados al incremento de actividad quinasa Aurora B en células de 
mamífero. No obstante, y si bien en el caso de células tumorales se han descrito 
tumores con niveles de expresión de AURK-B similares o incluso superiores a los 
observados en nuestro modelo de levaduras (267, 268), lo más común es encontrar 
niveles de expresión menos elevados (269). Decidimos verificar, por tanto, si 
también en S. cerevisiae un aumento menos acusado de los niveles de expresión de 
Ipl1 y Sli15 también conduce a un incremento en inestabilidad genómica. Para ello, 
se clonaron los genes IPL1 y SLI15 bajo su propio promotor y se integraron en el 
genoma de la levadura, de forma que conseguimos una estirpe con una duplicación 
de los genes IPL1 y SLI15 (2xIPL1 2xSLI15). Las células 2xIPL1 2xSLI15 no 
mostraban problemas de viabilidad celular evidentes, lo que sugería la ausencia de 
defectos graves de segregación cromosómica. Por ello, llevamos a cabo un ensayo 
de pérdida de plásmido, que permite comprobar defectos de segregación 




la duplicación de IPL1 y SLI15 conllevaba un aumento considerable de la 
inestabilidad genómica, en base al elevado porcentaje de pérdida de plásmido 
observado en el mutante 2xIPL1 2xSLI15en relación a la estirpe silvestre (Figura 
R14).  
 
Figura R14. La duplicación de los genes IPL1 y SLI15 provoca un incremento en la 
inestabilidad genómica. Ensayo de pérdida de plásmido con células del tipo silvestre (F496) y 
células con dos copias de IPL1 (2×IPL1; F1753), dos copias de SLI15 (2×SLI15; F1754) o dos copias 
de ambos genes (2×IPL1 2×SLI15; F2019) transformadas con el plásmido pRS316. El gráfico 
muestra la mediana de los valores y las desviaciones estándar de tres test de fluctuación para cada 
estirpe; cada test se llevó a cabo con seis colonias independientes. Se presentan las diferencias 
significativas (***P < 0.001 y **P < 0.01) o no significativas (n.s.) de acuerdo a un test t de dos colas. 
 
3.2.4 Los problemas de segregación causados por el incremento de 
expresión de Ipl1 y Sli15 no dependen del aumento en la fosforilación 
de la serina 10 de la histona H3 
La fosforilación de la serina 10 de la histona H3 (H3S10) ocurre durante mitosis en 
un amplio rango de eucariotas, y parece tener un papel en la condensación y la 
segregación de los cromosomas, aunque su función sigue siendo muy debatida 
(270-273). En cultivos celulares, se ha demostrado que la sobreexpresión de Aurora 
B provoca inestabilidad en el número de cromosomas, relacionada con un 
incremento en la fosforilación del residuo histónico en cuestión (262). Conociendo 
estos datos, y dado que la elevación en los niveles de expresión de Ipl1 y Sli15 










































quisimos evaluar si la hiperfosforilación de este residuo podría estar relacionada 
con la pérdida de viabilidad y el incremento en la inestabilidad genómica asociados 
a la sobreexpresión conjunta de IPL1 y SLI15. Con este fin, generamos un mutante 
en el que se delecionó una de las dos copias del gen que codifica la histona H3, 
mientras que en la otra copia el residuo serina 10 se sustituyó por alanina para 
impedir su fosforilación (H3S10A). La expresión incrementada de Ipl1 y Sli15 
conducía a letalidad celular tanto en las células H3S10A como en las células que 
sobreexpresaban Ipl1 y Sli15 pero en las que no se había mutado la histona H3 
(Figura R15A). Por otra parte, el análisis de la segregación cromosómica mostraba 
que, en condiciones de sobreexpresión, las células pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 H3S10A 
segregaban incorrectamente los cromosomas en la mayoría de los casos, con un 
patrón similar al obtenido para el mutante pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 en las mismas 
condiciones (Figura R15B). A la luz de estos resultados puede concluirse que los 
problemas de viabilidad celular y de segregación cromosómica generados por la 
sobreexpresión de Ipl1 y Sli15 no se asocian al incremento de fosforilación de 
H3S10. 
 
Figura R15. Los problemas de segregación cromosómica asociados a la sobreexpresión de 
Ipl1 y Sli15 no dependen del incremento de fosforilación en la serina 10 de la histona H3. (A 
y B) Células del tipo silvestre (F1989) y células de los mutantes H3S10A (F1988), pGAL-IPL1 pGAL-
SLI15 (F2002) y pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 H3S10A (F2010) con el CrIV-GFP se cultivaron en YPA-Raf a 
26°C. (A) Análisis de la viabilidad celular mediante test de diluciones seriadas en placas de YPAD e 
YPA-Raf/Gal incubadas a 26°C. (B) Análisis de la segregación del CrIV-GFP de células en anafase en 
medio YPA-Raf/Gal a 26°C. Los gráficos de barras indican si las cromátidas hermanas han 
segregado correctamente o han cosegregado bien hacia la célula madre (M) o bien hacia la hija (H). 
Las barras de error indican la desviación estándar (n = 3). 
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3.2.5 La sobreexpresión de Glc7 no revierte los fenotipos asociados al 
incremento de actividad Ipl1 
La fosfatasa de serina/treonina PP1 (Proteína Fosfatasa 1) muestra funciones 
opuestas a las de Aurora B, entre otros aspectos, en la regulación de la segregación 
cromosómica. Los genomas de la mayoría de los eucariotas estudiados contienen 
múltiples genes que codifican PP1. Sin embargo, en S. cerevisiae, esta fosfatasa sólo 
es codificada por el gen GLC7 (274). Durante la regulación de la segregación de los 
cromosomas, Ipl1 y Glc7 muestran actividades antagónicas en el control de la 
fosforilación de las proteínas del cinetocoro en levaduras (al igual que sus 
ortólogos en mamíferos) (131, 275, 276). En base a esta función antagónica, 
analizamos si el incremento de actividad fosfatasa Glc7 era capaz de aliviar los 
fenotipos asociados al incremento de actividad quinasa Ipl1. Para ello, se clonó en 
el mutante pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 una copia adicional de GLC7, también bajo el 
control del promotor pGAL. Las células pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 pGAL-GLC7 son 
inviables en condiciones de inducción del promotor pGAL (Figura R16A), es decir, 
la sobreexpresión de Glc7 no suprimía la letalidad asociada al incremento de 
actividad Ipl1. Las células que sobreexpresaban Ipl1, Sli15 y Glc7 progresaban por 
el ciclo de manera similar a como lo hacían las células del mutante pGAL-IPL1 
pGAL-SLI15 en medio con galactosa y, al igual que estas, no eran capaces de salir de 
mitosis (Figura 16B). Además, la segregación de los cromosomas seguía estando 
afectada en las células con expresión incrementada de Ipl1, Sli15 y Glc7 (Figura 
R16C). Es importante hacer notar que, puesto que el incremento de expresión de 
Glc7 por sí sólo es letal, afectando al estado de fosforilación de sustratos no 
comunes a Ipl1 (277), es difícil evaluar las razones que determinan la letalidad 
celular de la estirpe pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 pGAL-GLC7 en condiciones de inducción 
del promotor. En cualquier caso, y en resumen, nuestros resultados demuestran 
que el incremento de actividad fosfatasa PP1 no es capaz de revertir la letalidad 
celular ni los defectos en la progresión a lo largo del ciclo y de segregación 





Figura R16. La sobreexpresión de la actividad fosfatasa Glc7 no suprime los fenotipos 
asociados al incremento de actividad quinasa Ipl1. Células del tipo silvestre (F955) y células de 
los mutantes pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 (F947) y pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 pGAL-GLC7 (F1120) con el 
CrIV-GFP se cultivaron en YPA-Raf a 26°C. (A) Análisis de viabilidad celular mediante test de 
diluciones seriadas en placas de YPAD e YPA-Raf/Gal incubadas a 26°C. (B y C) Las células se 
sincronizaron en G1 haciendo uso de la feromona factor alfa (5 µg/ml) y se liberaron en YPA-
Raf/Gal (siguiendo el diseño experimental descrito en la Figura R9A). (B) Análisis de la progresión 
del ciclo celular mediante el estudio del tamaño de la gema en los tiempos indicados tras la 
liberación del bloqueo en G1. Las barras de error indican la desviación estándar (n = 3). (C) Análisis 
de la segregación del CrIV-GFP. Los gráficos de barras indican si las cromátidas hermanas han 
segregado correctamente o han cosegregado bien hacia la célula madre (M) o bien hacia la hija (H). 
Las barras de error indican la desviación estándar (n = 3). 
 
3.2.6 El incremento de actividad quinasa Ipl1 provoca inestabilidad del huso 
por alteración de la función de Ase1 
La propia inestabilidad del huso mitótico causada por la sobreexpresión de Ipl1 y 
















































































































al incremento de actividad Ipl1. Para evaluar esta posibilidad, en primer lugar 
analizamos las causas que determinan el colapso prematuro del huso tras la 
sobreexpresión de Ipl1 y Sli15, con la finalidad de intentar revertir este fenotipo y 
comprobar si, de este modo, también se previenen los defectos de segregación 
cromosómica. La inestabilidad del huso mitótico observada en el mutante pGAL-
IPL1 pGAL-SLI15 en condiciones de inducción del promotor pGAL podría en 
principio deberse a un fallo en la localización del CPC, debido a que la regulación de 
la actividad y la localización del complejo están estrechamente relacionadas (76). 
La elevada señal nuclear observada en células que sobreexpresaban Ipl1 y Sli15 
impedía el análisis directo de su localización en el huso. Para solventar este 
problema, seguimos la localización de otro de los componentes del CPC, Bir1. Al 
igual que en las células del tipo silvestre, Bir1 se localizaba a lo largo del huso 
durante la elongación del mismo en las células con incremento de actividad Ipl1 
(Figura R17A), indicando que la inestabilidad del huso no es debida a un fallo en la 
localización del CPC. Alternativamente, el incremento de actividad quinasa Ipl1 
podría causar el colapso prematuro del huso interfiriendo con la función de 
proteínas asociadas a microtúbulos. Un candidato interesante es Ase1, cuya 
fosforilación por Ipl1 es esencial para el control de la estabilidad y el ensamblaje de 
la zona media del huso (181, 258). La deleción de ASE1 provoca el colapso 
prematuro del huso (181), un fenotipo similar al observado en las células del 
mutante pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 en condiciones de sobreexpresión. Por ello, 
investigamos si el incremento de expresión de Ipl1 y Sli15 afectaba a la localización 
de Ase1. En células del tipo silvestre, Ase1 se asociaba con el huso en metafase, y su 
localización se restringía a la zona media del huso en anafase (Figura R17B, (181)). 
Sin embargo, tras el incremento de los niveles de expresión de Ipl1 y Sli15, la 
localización de Ase1 se reducía en metafase y dicha proteína no se acumulaba en la 





Figura R17. La inestabilidad del huso se debe a fallos en la localización de Ase1 y no del CPC. 
(A) Imágenes representativas de células del tipo silvestre (F1357) y células del mutante pGAL-IPL1 
pGAL-SLI15 (F1611) expresando Bir1-eGFP y Tub1-mCherry en YPA-Raf/Gal a 26°C. Para cada 
célula se muestra la localización de Bir1-eGFP (Bir1-GFP; verde), Tub1-mCherry (Tubulina; rojo), el 
ADN (DAPI; azul), una imagen combinada del ADN, la tubulina y Bir1-GFP (Merged) y de PCM. (B) 
Imágenes representativas de células del tipo silvestre (F1951) y células del mutante pGAL-IPL1 
pGAL-SLI15 (F1982) expresando Ase1-eGFP y Tub1-mCherry en YPA-Raf/Gal a 26°C. Para cada 
célula se muestra la localización de Ase1-eGFP (Ase1-GFP; verde), Tub1-mCherry (Tubulina; rojo), 










































































































A continuación, comprobamos si la sobreexpresión de Ipl1 y Sli15 afecta a la 
función de Ase1, causando de este modo inestabilidad de la zona media del huso. 
Con este fin, clonamos ASE1 bajo el control del promotor pGAL y evaluamos si la 
sobreexpresión de este gen podría revertir el colapso prematuro del huso causado 
por el incremento de expresión de Ipl1 y Sli15. Notablemente, una vez que 
iniciaban la elongación del huso, y a diferencia de las células que sobreexpresaban 
Ipl1 y Sli15, las células que adicionalmente sobreexpresaban Ase1mostraban un 
huso con una morfología típica de anafase (Figura R18A y R18B). De acuerdo con 
esta observación, la longitud máxima del huso era similar en células del tipo 
silvestre y en las células con niveles incrementados de Ipl1, Sli15 y Ase1 (Figura 
R18C). Tras la elongación del huso, estas últimas células sin embargo no 
desmontaban dicha estructura, presumiblemente debido a una hiperestabilización 
de la zona media del huso a causa del aumento de expresión de Ase1 (Figura R18A 
y R18B). Remarcablemente, y aunque la sobreexpresión de ASE1 rescataba los 
problemas de estabilidad del huso, no aliviaba otros fenotipos asociados al 
incremento de la expresión de Ipl1 y Sli15: las células no podían salir de mitosis 
(Figura R18A y R27A) y mostraban defectos de segregación cromosómica (Figura 
R18D). Estos resultados sugieren que el incremento de actividad quinasa de Ipl1 
afecta a la función de Ase1 y demuestran que los defectos en la segregación 
cromosómica provocados por el incremento de actividad quinasa Ipl1 no se deben 








Figura R18. La inestabilidad del huso está asociada a un defecto en la función de Ase1. Células 
del tipo silvestre (F955) y células de los mutantes pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 (F947) y pGAL-IPL1 pGAL-
SLI15 pGAL-ASE1 (F1735) se sincronizaron en G1 haciendo uso de la feromona factor alfa (5 µg/ml) 
y se liberaron en medio YPA-Raf/Gal (siguiendo el diseño experimental descrito en la Figura R9A). 
(A) Análisis de la progresión del ciclo celular en base a la morfología del huso y del núcleo. Se 
muestran los porcentajes de células en metafase, en anafase, con un huso con la zona media 
debilitada y con un huso roto en los tiempos indicados tras la liberación del bloqueo en G1. Las 
barras de error indican la desviación estándar (n = 3). (B) Imágenes representativas del huso 
(Tubulina; verde), el núcleo (DAPI; azul), una imagen de PCM y la combinación del huso y el núcleo 
(Merged). (C) Promedio de la longitud máxima del huso en células con los núcleos segregados. Las 
barras de error indican la SEM (n = 180). Se presentan las diferencias estadísticamente 
significativas (***P < 0.0001) de acuerdo a un test t de dos colas. (D) Análisis de la segregación del 
CrIV-GFP. Se muestran los porcentajes de células que han segregado correctamente las cromátidas 
hermanas o las han cosegregado bien hacia la célula madre (M) o bien hacia la hija (H). Las barras 
de error representan la desviación estándar (n = 3). 
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La falta de estabilidad de la zona media del huso provocada por la sobreexpresión 
simultánea de Ipl1 y Sli15 podría ser reminiscente del defecto en la elongación del 
huso observado en células bloqueadas en metafase y en las que las cohesinas han 
sido ectópicamente degradadas. En esas condiciones, como consecuencia de la 
pérdida de cohesión entre las cromátidas hermanas, el huso intenta elongarse 
debido a la ausencia de las fuerzas que se generan en las uniones microtúbulo-
cinetocoro y que se contraponen a los motores de microtúbulos que separan los 
SPBs, pero se vuelve inestable (278). De forma similar, el fenotipo de inestabilidad 
de la zona media asociado al incremento de actividad quinasa Ipl1, más que una 
regulación incorrecta de Ase1 por Ipl1, podría reflejar un intento de las células de 
elongar el huso en la fase del ciclo incorrecta, donde las condiciones idóneas para 
la elongación de este aún no han sido establecidas. Para descartar esta posibilidad, 
determinamos si, al igual que lo que ocurre en el caso de la sobreexpresión 
simultánea de Ipl1 y Sli15, la elevación de los niveles de Ase1 era capaz de suprimir 
el fenotipo de fallos en la elongación del huso observado en células bloqueadas en 
metafase en las que las cohesinas habían sido deplecionadas. Para ello, se 
generaron células en las que la expresión tanto de SCC1 (un componente 
fundamental del complejo cohesinas) como de CDC20 se controló mediante el 
promotor reprimible por metionina pMET3 y una fusión transcripcional al degrón 
Ub-DHFR inducible por temperatura. Estas células portaban, además, una copia 
adicional de ASE1 bajo el control del promotor pGAL. Células pMET3-CDC20 
pMET3-SCC1-18Myc y células pMET3-CDC20 pMET3-SCC1-18Myc pGAL-ASE1 se 
sincronizaron en G1 y se dejaron entrar en el ciclo impidiendo la expresión de Scc1 
y Cdc20, de forma que las células se bloqueaban en metafase y en ausencia de 
cohesinas (Figura R19A y R19B). Una vez en metafase, se indujo la sobreexpresión 
de Ase1. La mayoría de las células pMET3-CDC20 pMET3-SCC1-18Myc mantenían 
sus husos estables a lo largo de todo el experimento, si bien los husos metafásicos 
eran más largos que los observados en una estirpe silvestre (esto es, tenían más de 
2 µm de longitud) y aproximadamente sólo el 20% de las células mostraban husos 
con una zona media debilitada (Figura R19C). No obstante, y lo que es más 




ausencia de cohesinas no tenía el mismo efecto que en las células que 
sobreexpresaban Ipl1 y Sli15: aunque se detectaba un ligero aumento de células 
que conseguían elongar completamente el huso, la mayoría mostraban husos 
similares a las del experimento control. Además, la sobreexpresión de Ase1 en 
estas células conducía a la aparición de husos con morfologías aberrantes que no 
se observaban en las células con niveles endógenos de Ase1 (Figura R19C y R19D). 
Estos datos apuntan que la inestabilidad del huso observada en células bloqueadas 
en metafase con las cohesinas deplecionadas y en células que sobreexpresan Ipl1 y 
Sli15 está provocada por causas diferentes. 
Los datos anteriores sugieren que la sobreexpresión conjunta de Ipl1 y Sli15 afecta 
directamente a la función de Ase1, posiblemente debido a una desregulación de su 
estado de fosforilación. Para verificar esta posibilidad, estudiamos los niveles de 
fosforilación de Ase1 mediante análisis Western. El aumento simultáneo de la 
expresión de Ipl1 y Sli15 provocaba un cambio en la movilidad electroforética de 
Ase1 en geles SDS-PAGE (Figura 20A), que era eliminado mediante tratamiento con 
fosfatasa alcalina (Figura R20B), lo cual está de acuerdo con un aumento de 
fosforilación de Ase1 a causa de la sobreexpresión de Ipl1 y Sli15. Por otro lado, y 
también de acuerdo a nuestra hipótesis, la expresión en el mutante de 
sobreexpresión de Ipl1 y Sli15 del alelo ase1-5A, en el que cinco sitios consenso de 
fosforilación de Ipl1 son mutados a alanina (258), reducía el porcentaje de células 
con una zona media del huso debilitada y recuperaba parcialmente la longitud 
máxima del huso (Figura R20C). Curiosamente, y a diferencia de lo que ocurría con 
las células que sobreexpresaban Ipl1, Sli15 y Ase1, el huso finalmente colapsaba en 
las células pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 ase1-5A en condiciones de sobreexpresión. No 
obstante, se ha demostrado que Ipl1 es todavía capaz de fosforilar la proteína 
Ase1-5A in vitro (258), por lo que el fosfomutante podría seguir siendo 
parcialmente regulado por esta quinasa. En resumen, nuestros resultados sugieren 
que el incremento simultáneo de los niveles de expresión de Ipl1 y Sli15 provoca el 
desensamblaje prematuro del huso mitótico interfiriendo con la función de Ase1 





Figura R19. La inestabilidad del huso asociada a la depleción de las cohesinas en células 
bloqueadas en metafase no está asociada a un defecto de función de Ase1. Células pMET3-
SCC1-18Myc pMET3-CDC20 (F2290) y células pMET3-SCC1-18Myc pMET3-CDC20 pGAL-ASE1 
(F2291) se sincronizaron en G1 con factor alfa (5 µg/ml) en S-Raf -MET (-MET) a 26°C. Media hora 
antes de ser liberadas para entrar sincrónicamente en mitosis, se añadió 8mM de metionina y los 
cultivos se pasaron 37°C. Posteriormente, se liberaron del bloqueo en G1 en S-Raf con 8mM de 
metionina (+MET) a 37°C, es decir, en condiciones restrictivas para la expresión tanto de SCC1 como 
de CDC20. Una vez que las células se bloquearon en metafase, se añadió galactosa al 2% para inducir 
el promotor pGAL. (A) Diseño experimental. (B) Análisis Western de los niveles de Scc1-18Myc 
antes de liberar las células del bloqueo en G1 (-MET 26°C) y en el punto final del experimento 





































































































































































































ciclo celular en base a la morfología del huso y del núcleo. Se muestran los porcentajes de células en 
metafase, en anafase y células que poseían husos con la zona media debilitada, rotos y con 
morfologías aberrantes en los tiempos indicados tras la liberación del bloqueo en G1. Las barras de 
error indican la desviación estándar (n = 3). (D) Imágenes representativas de células de las 
diferentes categorías establecidas en (C). Se muestran imágenes de PCM, del huso (Tubulina; 
verde), del núcleo (DAPI; azul) y la combinación del núcleo y el huso mitótico (Merged). 
 
 
Figura R20. La inestabilidad del huso está asociada al estado de fosforilación de Ase1. (A y 
B)Células del tipo silvestre (F1951) y células del mutante pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 (F1982) con Ase1-
eGFP se sincronizaron en G1 haciendo uso de la feromona factor alfa y se liberaron en YPA-Raf/Gal 
(siguiendo el diseño experimental descrito en la Figura R9A). (A) Análisis Western de Ase1-eGFP 60 
y 90 minutos después de la liberación del bloqueo en G1. (B) Análisis Western de Ase1-eGFP de las 
células pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 (F1982) antes (−FA) y después (+FA) del tratamiento con fosfatasa 
alcalina. (A y B) Los niveles de Pgk1 se usaron como control de carga. (C) Células del tipo silvestre 
(F2299) y células de los mutantes ase1-5A (F2289), pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 (F2300) y pGAL-IPL1 
pGAL-SLI15 ase1-5A (F2288) se cultivaron en S-Raf-LEU a 26°Cy se sincronizaron en G1 con factor 
alfa (5 µg/ml). Media hora antes de ser liberadas para entrar sincrónicamente en mitosis, se añadió 
2% de galactosa para inducir la expresión del promotor pGAL. Finalmente, se liberaron en medio S-
Raf/Gal-LEU. Se representa el promedio de la longitud máxima del huso en células con los núcleos 
segregados. Las barras de error indican la SEM (n = 75). Se muestran los resultados cuyas 
diferencias son estadísticamente significativas (***P < 0.0001) o no significativas (n.s.) de acuerdo a 
un test t de dos colas. 
 
3.2.7 El incremento de actividad quinasa Ipl1 causa la desestabilización de 
las uniones microtúbulo-cinetocoro 
Aurora B detecta las uniones microtúbulo-cinetocoro que no conducen a tensión en 
el huso, y las desestabiliza mediante la fosforilación de componentes del 
























































































256). La bi-orientación de las cromátidas hermanas, y la consecuente tensión en el 
huso, separa Aurora B de sus dianas en los cinetocoros y estabiliza las uniones de 
los cromosomas al huso (130, 279). La sobreexpresión de Ipl1 y Sli15 podría 
conducir a la acumulación del homólogo de Aurora B en los centrómeros. De esta 
forma, se generaría una situación artificial en la que la quinasa está más próxima a 
sus sustratos en los cinetocoros, no estableciéndose el gradiente de fosforilación 
necesario para la segregación correcta de los cromosomas por Ipl1. Para evaluar 
esta posibilidad, estudiamos la localización de Ipl1 mediante preparaciones de 
cromosomas mitóticos (“chromosome spreads”). Con este fin, usamos versiones 
marcadas de Ipl1 (Ipl1-6HA para el alelo endógeno y Ipl1-3HA en el caso de la 
copia sobreexpresada) y de la proteína del cinetocoro Ndc80 (Ndc80-GFP). De 
acuerdo a nuestra hipótesis, la señal de Ipl1 en los cinetocoros era más intensa tras 
la sobreexpresión conjunta de Ipl1 y Sli15 que en las células del tipo silvestre 
(Figura R21A). Además, y al contrario de lo que ocurre en células del tipo silvestre, 
la localización de Ipl1 en los centrómeros se podía observar incluso después de que 
la segregación de los cromosomas hubiera tenido lugar (Figura R21A).  
Esta acumulación de Ipl1 en los centrómeros podría estar provocando la 
disrupción de las uniones microtúbulo-cinetocoro incluso cuando los cromosomas 
están correctamente bi-orientados. Si las conexiones microtúbulo-cinetocoro están 
siendo eliminadas en presencia de altos niveles de actividad quinasa incluso en el 
caso de que las uniones sean anfitélicas, los problemas de segregación 
cromosómica deberían mantenerse aun cuando el incremento de expresión de Ipl1 
y Sli15 se produjera en metafase, después del establecimiento de la bi-orientación. 
Para verificar esta hipótesis, hicimos uso del alelo de CDC20 reprimible por 
metionina (pMET-CDC20) en células pGAL-IPL1 pGAL-SLI15. Usando este alelo, las 
células se bloquearon en metafase en condiciones de represión tanto del promotor 
pMET como del promotor pGAL, manteniendo de este modo niveles de Ipl1 y Sli15 
endógenos. Una vez que todas las células habían alcanzado metafase, y por 
consiguiente se había garantizado la bi-orientación de los cromosomas, se permitió 




promotor pGAL (Figura R21B). El análisis de la segregación cromosómica reveló 
que las células pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 segregaban incorrectamente los 
cromosomas incluso cuando ambos genes se sobreexpresaban después de alcanzar 
metafase (Figura R21C).  
 
 
Figura R21. El incremento de expresión de Ipl1 y Sli15 provoca la desestabilización continua 
de las uniones microtúbulo-cinetocoro. (A) Células del tipo silvestre (F302) y células del 
mutante pGAL-IPL1-3HA pGAL-SLI15 (F2263) expresando Ipl1-6HA y Ndc80-GFP se sincronizaron 
en G1 haciendo uso de la feromona factor alfa y se liberaron en YPA-Raf/Gal siguiendo el diseño 
experimental descrito en la Figura R9A. Se muestran imágenes representativas de la localización de 
Ipl1 (Ipl1-HA; rojo), Ndc80 (Ndc80-GFP; verde), el núcleo (DAPI; azul) y una imagen combinada de 
Ipl1, Ndc80 y el núcleo (Merged) para células en metafase y tras la segregación de los cromosomas. 
(B y C) Células pMET-CDC20 (F1670) y células pMET-CDC20 pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 (F1948) con el 
CrIV-GFP se crecieron en S-Raf-MET a 26°C y se sincronizaron en G1 haciendo uso de la feromona 
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factor alfa (5 µg/ml). Tras la liberación de G1, se bloquearon en metafase en S-Raf con 8 mM de 
Metionina. Una vez bloqueadas en metafase, se liberaron en S-Raf/Gal-MET y se tomaron muestras 
hasta que las células finalizaban el ciclo. (B) Diseño experimental. (C) Análisis de la segregación del 
CrIV-GFP. Se muestran los porcentajes de células que han segregado correctamente las cromátidas 
hermanas o las han cosegregado bien hacia la célula madre (M) o bien hacia la hija (H). Las barras 
de error indican la desviación estándar (n= 3). 
 
Si las uniones microtúbulo-cinetocoro están siendo continuamente 
desestabilizadas, sería esperable que la distancia entre los centrómeros y los SPBs 
se incrementase después de la elongación del huso, ya que la falta de unión de los 
cinetocoros a los microtúbulos haría que los cromosomas, que normalmente 
permanecen cerca de los SPBs, se separen temporalmente de ellos. Para probar 
esta predicción, hicimos uso de una versión marcada con GFP del centrómero del 
cromosoma IV (CrIV-GFP) y una versión marcada con la proteína fluorescente 
mCherry de Spc42 (Spc42-mCherry), un componente de la placa central de los 
SPBs (280). Remarcablemente, tras la inducción de la sobreexpresión de Ipl1 y 
Sli15, la distancia media entre los centrómeros y los SPBs aumentaba con respecto 
a las células control (Figura R22A). De forma destacada, el incremento de actividad 
quinasa Ipl1 provocaba incluso la aparición de cromosomas que se separaban del 
resto durante la elongación del huso (“lagging chromosomes”) (Figura R22B). Este 
hecho es particularmente importante, puesto que la hiperactivación de Aurora B en 
células de mamífero también provoca la aparición de este tipo específico de 
problemas de segregación cromosómica (262, 281). Otro dato que apoya la 
hipótesis de que los cromosomas están continuamente siendo desconectados de 
los microtúbulos y, en consecuencia, también de los SPBs es que las células que 
sobreexpresaban Ipl1 y Sli15 mostraban múltiples focos de Ndc80-GFP después de 
la elongación del huso. Por el contrario, en las células del tipo silvestre, los 
cinetocoros estaban agrupados y podían visualizarse como un único foco de 





Figura R22. El incremento de la expresión de Ipl1 y Sli15 aumenta la distancia media entre 
los centrómeros y el SPB más cercano. (A y B) Células del tipo silvestre (F1483) y células del 
mutante pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 (F1417) con el CrIV-GFP y Spc42-mCherry se sincronizaron en G1 
haciendo uso de la feromona factor alfa (5 µg/ml) y se liberaron en YPA-Raf/Gal siguiendo el diseño 
experimental descrito en la Figura R9A. (A) Cuantificación de la distancia media entre el 
centrómero del CrIV-GFP y la señal más cercana de Spc42-mCherry (n = 150). (B) Imágenes 
representativas de células con cromosomas unidos a los polos del huso, no unidos y “lagging 
chromosomes”. Para cada célula se muestra el CrIV (CrIV; verde), el cuerpo polar (Spc42; rojo) y el 
ADN (DAPI; azul), así como una imagen combinada de DIC, el CrIV, el SPBs y el ADN (Merged+DIC). 
 
Dam1 es un sustrato mitótico clave de Ipl1 en los cinetocoros. Pertenece al 
complejo DASH, que forma un anillo alrededor de los microtúbulos, y es 
importante para mantener tanto la integridad del huso como la segregación 
correcta de los cromosomas (282). Dam1 es fosforilado por Ipl1 para debilitar las 
uniones microtúbulo-cinetocoro incorrectas, y es desfosforilado una vez que las 
uniones entre los cromosomas y el huso han sido establecidas de forma anfitélica 
durante metafase (283). De forma interesante, en el mutante dam1-D, que mimetiza 
la fosforilación constitutiva de Dam1, se observan cromosomas que se quedan 
separados del resto tras la elongación del huso (131). El análisis de fosforilación de 
Dam1 mostró que, al contrario de lo que ocurre en las células control, Dam1 se 
mantenía hiperfosforilado en las células pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 en condiciones de 
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inducción del promotor pGAL, como evidenciaba el cambio de movilidad 
electroforética de esta proteína en geles SDS-PAGE (Figura R23A), que era 
eliminado tras el tratamiento con fosfatasa alcalina (Figura R23B). Este aumento 
de fosforilación de Dam1 es otra indicación adicional que apoya que el incremento 
de actividad Ipl1 conduce a la desestabilización de las uniones microtúbulo-
cinetocoro. De manera interesante, y aunque los niveles de otros sustratos de Ipl1 
como la histona H3 o Ase1 no se veían afectados por la sobreexpresión de Ipl1 y 
Sli15, los niveles de Dam1 parecían reducirse debido a la elevada actividad quinasa 
Ipl1. Esta disminución en los niveles de Dam1 sugiere la posibilidad de que la 
proteína se vuelva más inestable tras ser fosforilada por Ipl1.  
 
Figura R23. El incremento de actividad de Ipl1 conduce a una hiperfosforilación de Dam1. 
(A) Células del tipo silvestre (F2273) y células del mutante pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 (F2274) 
expresando Dam1-3HA se sincronizaron en G1 haciendo uso de la feromona factor alfa y se 
liberaron en YPA-Raf/Gal (según el diseño experimental descrito en la Figura R9A). Análisis 
Western de Dam1-3HA en un cultivo asincrónico en YPA-Raf y 60 minutos después de ser liberadas 
del bloqueo en G1. (B) Análisis Western de Dam1-3HA de extractos proteicos de células pGAL-IPL1 
pGAL-SLI15 (F2274) expresando Dam1-3HA tras 30 minutos de la inducción del promotor pGAL 
después (+FA) y antes (-FA) del tratamiento con fosfatasa alcalina. (A y B) Los niveles de Pgk1 se 
usaron como control de carga. 
 
Por consiguiente, y en conjunto, estos datos sugieren que la sobreexpresión 
simultánea de Ipl1 y Sli15 conduce a la acumulación de Ipl1 activa en los 
centrómeros. Esta acumulación impediría el establecimiento del gradiente de 


































































las cromátidas hermanas, dando lugar a una disrupción continua de las conexiones 
microtúbulo-cinetocoro, incluso en el caso de establecerse de manera anfitélica. 
 
3.2.8 La expresión incrementada de Ipl1 y Sli15 activa constitutivamente el 
punto de control de ensamblaje del huso 
Si todas las uniones microtúbulo-cinetocoro están continuamente siendo 
desestabilizadas, las células que sobreexpresan Ipl1 y Sli15 deberían estar 
exponiendo en todo momento cinetocoros vacíos y, de esta forma, activando 
permanentemente el SAC. Uno de los primeros pasos en la activación del SAC es la 
localización de Mad2, un componente de este punto de control, en los cinetocoros 
que no se encuentran unidos a microtúbulos (31). Para comprobar si la 
sobreexpresión de Ipl1 y Sli15 provocaba la activación constitutiva del SAC, 
estudiamos la localización de una versión marcada de Mad2 (Mad2-GFP) usando 
como marcador del cinetocoro una versión marcada de Ndc80 (Ndc80-CFP). En las 
células de tipo silvestre en metafase, no se observaba señal de Mad2 en los 
cinetocoros ni en metafase (Figura R24A) ni en anafase (Figura R24B), de acuerdo 
con el hecho de que el SAC normalmente se inactiva (o, incluso, no llega a activarse) 
antes de que las células progresen hasta anafase. Sin embargo, las células que 
sobreexpresaban Ipl1 y Sli15 mostraban focos de Mad2 que colocalizaban con los 
cinetocoros durante metafase (Figura R24A) y, de forma más sorprendente, incluso 
después de que tuviera lugar la segregación de los cromosomas y la elongación del 
huso (Figura R24B). Estos resultados indican que el incremento de actividad 
quinasa de Ipl1 conduce a la generación continua de cinetocoros vacíos que 





Figura R24. La sobreexpresión de Ipl1 y Sli15 conduce a una activación constitutiva del SAC. 
(A y B) Células del tipo silvestre (F217) y células del mutante pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 (F1963) 
expresando Mad2-GFP y Ndc80-CFP se sincronizaron en G1 haciendo uso de la feromona factor alfa 
(5 µg/ml) y se liberaron en medio YPA-Raf/Gal siguiendo el diseño experimental de la Figura R9A. 
Imágenes representativas de células en metafase (A) y tras la elongación del huso (B) en las que se 
muestra la señal de Mad2 (Mad2-GFP; verde), Ndc80 (Ndc80-CFP: rojo), del ADN (DAPI; azul) y una 
imagen de DIC. (C) Células del tipo silvestre (F144) y células de los mutantes pGAL-IPL1 (F1191), 
pGAL-SLI15 (F1196) y pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 (F980) expresando Pds1-3HA se sincronizaron en G1 
haciendo uso de la feromona factor alfa (5 µg/ml) y se liberaron en YPA-Raf/Gal siguiendo el diseño 
experimental descrito en la Figura R9A. Análisis Western de Pds1-3HA en los tiempos indicados tras 
la liberación del bloqueo en G1. Los niveles de Pgk1 se usaron como control de carga. 
 
Tanto la transición metafase-anafase como la salida de mitosis están reguladas por 
la degradación de proteínas mediante ubiquitinación, y requieren la participación 
de una ligasa de ubiquitina conocida como el complejo promotor de anafase o 
ciclosoma (APC/C) (284). El estado de activación del SAC se puede estudiar 
fácilmente mediante el análisis de los niveles de dos dianas del APC/C: la securina 
(Pds1, degradada en la transición metafase-anafase) y la ciclina Clb2 (degradada en 
la salida de mitosis) (285, 286). Las células con niveles incrementados de Ipl1 o de 











































































(Figura R24C). Por el contrario, en las células que sobreexpresaban 
simultáneamente Ipl1 y Sli15, los niveles de Pds1 se mantenían constantes a lo 
largo de todo el experimento (Figura R24C), al igual que los niveles de Clb2 (Figura 
R25A). Estos resultados, junto con la localización constitutiva de Mad2 en los 
cinetocoros, demuestran que el incremento de actividad Ipl1 provoca la disrupción 
de uniones microtúbulo-cinetocoro, generando continuamente cinetocoros vacíos 
que activan el SAC. De acuerdo con esta línea argumental, la deleción de MAD1 
permitía la degradación de Pds1 y Clb2 en el mutante pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 en 
condiciones de inducción del promotor pGAL (Figura R25A y R25B). Por otra parte, 
la activación del SAC no estaba relacionada con la inestabilidad de la zona media 
del huso observada en las células con incremento de actividad quinasa Ipl1, puesto 
que las células con expresión incrementada de Ipl1, Sli15 y Ase1 no degradaban 
Pds1 (Figura R25B). 
Pds1 protege a los complejos de cohesinas de ser degradados, manteniendo a las 
cromátidas hermanas unidas hasta la segregación de los cromosomas (287). Así, 
una indicación adicional de la activación constitutiva del SAC tras la sobreexpresión 
de Ipl1 y Sli15, y la consecuente estabilización de Pds1, es que ambas cromátidas 
hermanas del cromosoma IV permanecían unidas cuando cosegregaban, 
visualizándose como un único punto de GFP (Figura R12A y R12B). Sin embargo, 
las dos cromátidas hermanas del cromosoma IV podían observarse como puntos 
independientes en las células pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 mad1Δ en condiciones de 
inducción del promotor pGAL (Figura R26B), indicando que, debido a que Pds1 era 
degradada (como se demostró anteriormente mediante análisis Western), se 
producía también la degradación de las cohesinas y la consecuente pérdida de 





Figura R25. La inactivación del SAC permite la degradación de Pds1 y Clb2 en condiciones de 
elevada actividad Ipl1. Células del tipo silvestre (F144) y células de los mutantes pGAL-IPL1 pGAL-
SLI15 (F980), pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 mad1Δ (F1376) y pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 pGAL-ASE1 (F1912) 
expresando Pds1-3HA se sincronizaron en G1 haciendo uso de la feromona factor alfa (5 µg/ml) y 
se liberaron en medio YPA-Raf/Gal siguiendo el diseño experimental descrito en la Figura 
R9A.Análisis Western de Clb2 (A) y de Pds1-3HA (B) en los distintos tiempos indicados tras la 
liberación del bloqueo en G1. Los niveles de Pgk1 se usaron como control de carga. 
 
Aunque la expresión incrementada de Ipl1 y Sli15 conduce a problemas graves en 
la segregación de los cromosomas, la mayoría de las células duplicaban y 
segregaban correctamente los SPBs durante mitosis, como indicó el análisis de la 
segregación de una versión marcada de Spc42 (Spc42-mCherry) (Figura R26A). 
Esto demuestra que los fallos de segregación cromosómica no están asociados a 
una herencia incorrecta de los SPBs. De manera interesante, sin embargo, la 
eliminación del SAC en las células con expresión incrementada de Ipl1 y Sli15 
conducía a defectos graves en la separación de los SPBs (Figura R26A). 
Curiosamente, a pesar de la cosegregación de los cuerpos polares en condiciones 
de inducción del promotor pGAL, las células pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 mad1Δ 




evidenció mediante la tinción con DAPI y el marcaje de la envuelta nuclear, 
haciendo uso de una versión marcada de la nucleoporina Nup159 (Nup159-GFP) 
(Figura R26B). La explicación más plausible para esta observación es que la 
activación del SAC provee a las células con el tiempo adicional necesario para 
configurar el huso metafásico correctamente en presencia de altos niveles de 
actividad quinasa Ipl1. Por consiguiente, en ausencia del SAC, las células que 
sobreexpresaban Ipl1 y Sli15 no podían ensamblar el huso correctamente, ambos 
SPBs eran segregados hacia la misma célula y la mayoría de los cromosomas se 
quedaban sueltos debido a la desestabilización de las uniones microtúbulo-
cinetocoro. De acuerdo con esto, en condiciones de inducción del promotor pGAL, 
las masas de ADN eran desiguales en tamaño en las células pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 
mad1Δ, y la mayoría del ADN permanecía en la célula opuesta a la que habían 
cosegregado los SPBs (Figura R26). Por otro lado, la sobreexpresión de ASE1 en 
dichas células no aliviaba este fallo en el ensamblaje del huso (Figura R26A). En 
cualquier caso, decidimos estudiar si la eliminación del SAC suprimía los defectos 
de segregación cromosómica en aquellas células que sobreexpresaban Ipl1 y Sli15 
sin MAD1 y que habían segregado correctamente los SPBs. Este análisis demostró 
que la eliminación del SAC no es capaz de suprimir los problemas de aneuploidías 
causados por el incremento de expresión de Ipl1 y Sli15 (Figura R26A), lo cual se 
ajusta a nuestros resultados previos. Así, de acuerdo a nuestra hipótesis, el 
incremento de actividad quinasa Ipl1 conduce a una desestabilización continua de 
las uniones microtúbulo-cinetocoro. Por tanto, no sería esperable que la deleción 
del SAC suprimiese los problemas de segregación cromosómica en las células con 
niveles elevados de actividad quinasa Ipl1, ya que esto no evitaría que las 





Figura R26. La deleción de MAD1 en las células que sobreexpresan Ipl1 y Sli15 provoca la 
cosegregación de los SPBs. (A) Células del tipo silvestre (F1483) y células de los mutantes pGAL-
IPL1 pGAL-SLI15 (F1417) y pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 mad1Δ (F1927) con el CrIV-GFP y expresando 
Spc42-mCherry se sincronizaron en G1 haciendo uso de la feromona factor alfa (5 µg/ml) y se 
liberaron en YPA-Raf/Gal (siguiendo el diseño experimental de la Figura R9A). Se muestra el 
análisis de la segregación cromosómica y de los SPBs. El gráfico de barras indica los diferentes 
patrones de segregación del CrIV-GFP (círculo verde cerrado) y Spc42-mCherry (círculo rojo 
abierto). Las barras de error indican la desviación estándar (n = 3). (B) Imágenes representativas 
de células pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 (F1562) y células pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 mad1Δ (F1811) con el 
CrIV-GFP y expresando Nup159-GFP y Spc42-mCherry crecidas en YPA-Raf/Gal a 26°C. Para cada 
célula se muestra el cromosoma IV y la envoltura nuclear (CrIV-GFP y Nup159-GFP; verde), los SPBs 
(Spc42-mCherry; rojo) y el ADN (DAPI; azul), una imagen combinada del ADN, la membrana 
nuclear, los SPBs y el CrIV (Merged) y de PCM. 
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3.2.9 La inactivación del punto de control de ensamblaje del huso permite la 
citocinesis en células con niveles incrementados de Ipl1 y Sli15 
La activación del SAC en células con niveles incrementados de Ipl1 y Sli15 podría 
explicar que estas células no consigan salir de mitosis y que, por tanto, no realicen 
citocinesis, ya que, una vez activo, el SAC conduce a un bloqueo del ciclo celular. De 
acuerdo con esto, en condiciones de inducción del promotor pGAL las células pGAL-
IPL1 pGAL-SLI15 mad1Δ realizaban la citocinesis y se acumulaban como células sin 
gemar, observándose un septo cerrado en el plano de división antes de la 
separación de las células madre e hija (Figura R27A y R27B). 
La ruta NoCut inhibe la abscisión para prevenir que la maquinaria de citocinesis 
dañe el ADN cuando el huso se desensambla prematuramente y los cromosomas no 
han segregado de forma correcta, e Ipl1 desempeña un papel fundamental en ese 
punto de control (213, 215). El NoCut es funcional en mutantes del SAC (213), lo 
que sugiere que la sobreexpresión de Ipl1 y Sli15 no impide la citocinesis mediante 
la hiperactivación del NoCut, ya que la deleción de MAD1 permitía salir del ciclo a 
las células con actividad quinasa Ipl1 elevada. En cualquier caso, decidimos 
comprobar la funcionalidad del punto de control de la abscisión en las células 
pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 en condiciones de sobreexpresión. Puesto que la ruta NoCut 
se activa en respuesta a defectos en la zona media del huso, y la deleción de ASE1 
retrasa la abscisión mediante la activación de dicha ruta (213), evaluamos si la 
sobreexpresión de Ase1, y la consecuente estabilización del huso, en las células con 
incremento de actividad quinasa Ipl1 permitía la citocinesis. Las células con niveles 
incrementados de Ipl1, Sli15 y Ase1, sin embargo, no salían del ciclo, 
acumulándose como células con gema grande, al igual que lo observado para el 
mutante pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 en condiciones de sobreexpresión (Figura R27A). 
Ahora bien, y apoyando de nuevo que la ausencia de citocinesis está asociada a la 
activación del SAC y no del NoCut, la deleción de MAD1 en células con niveles 
incrementados de Ipl1, Sli15 y Ase1 posibilitaba la salida del ciclo celular y la 




ausencia de activación del NoCut, la deleción de AHC1, que codifica el elemento de 
andamiaje de la acetiltransferasa de histonas ADA (un componente fundamental 
del NoCut (214, 215)), no promovía la citocinesis en células pGAL-IPL1 pGAL-SLI15, 
y las células pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 ahc1Δ se acumulaban como células con gema 
grande y con un septo abierto en condiciones de inducción del promotor pGAL 
(Figura R27B y R27C). En resumen, nuestros resultados demuestran que las células 
con actividad quinasa Ipl1 incrementada no realizan citocinesis debido al bloqueo 
del ciclo producido por la hiperactivación del SAC, y no a una inhibición de la 





Figura R27. La falta de citocinesis está asociada a la activación del SAC y no de la ruta NoCut.  
Células del tipo silvestre (F1483 en (A) y F955 en (B) y (C)) y células de los mutantes pGAL-IPL1 
pGAL-SLI15 (F1417 en (A) y F947 en (B) y (C)), pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 ahc1Δ (F1700), pGAL-IPL1 
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pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 pGAL-ASE1 mad1Δ (F1910) se sincronizaron en G1 haciendo uso de la 
feromona factor alfa y se liberaron en YPA-Raf/Gal siguiendo el diseño experimental descrito en la 
Figura R9A. En el caso del experimento (C) no se reañadió factor alfa para impedir la entrada en un 
nuevo ciclo de gemación y las células fueron tratadas con liticasa previamente a su visualización al 
microscopio. (A y C) Se muestran los porcentajes de células sin gema, con gema pequeña y gema 
grande en los tiempos indicados tras la liberación del bloqueo en G1. Las barras de error indican la 
desviación estándar (n = 3). (B) Imágenes representativas en las que se muestran el CrIV (CrIV-GFP; 
verde), la pared celular (Calcoflúor; azul) y una imagen de DIC. 
 
3.2.10 El incremento de expresión del homólogo humano Aurora B en 
levaduras conduce a letalidad celular 
Hemos demostrado que en S. cerevisiae es necesaria la sobreexpresión conjunta de 
IPL1 y SLI15 para incrementar la actividad quinasa de Ipl1. Sin embargo, el 
aumento de expresión de Aurora B en células humanas es suficiente para conseguir 
niveles incrementados en su actividad quinasa (262). En base a esto, decidimos 
evaluar si la sobreexpresión individual del homólogo humano de Aurora B en S. 
cerevisiae hacía también posible en este organismo un incremento de la actividad 
quinasa que recapitulase los fenotipos observados para las células pGAL-IPL1 
pGAL-SLI15 en condiciones de sobreexpresión. Con este objetivo, se clonó el ADNc 
de Aurora B (AURK-B) bajo el control del promotor pGAL, y se integró la 
construcción en el genoma de la levadura. Las células que sobreexpresaban AURK-B 
eran totalmente inviables, al igual que las células que sobreexpresaban Ipl1 y Sli15 
(Figura R28A). Sin embargo, y a pesar de que la serina 10 de la histona H3 es una 
diana tanto de Ipl1 como de Aurora B, la sobreexpresión de AURK-B en S. cerevisiae 
no incrementaba los niveles de fosforilación de dicho residuo histónico (Figura 
R28B). Este resultado sugiere que la letalidad asociada a la sobreexpresión de 
AURK-B en levaduras de gemación no era debida a un aumento en su actividad 
quinasa. De acuerdo también con esto, y a diferencia de las células que 
sobreexpresaban Ipl1 y Sli15, las células que sobreexpresaban AURK-B realizaban 
citocinesis y salían del ciclo (Figura R28C). Finalmente, y aunque las células pGAL-
AURKB mostraban problemas de segregación cromosómica en condiciones de 




parecido al observado para el caso de células con actividad Ipl1 reducida (70). De 
este modo, aproximadamente la mitad de la población segregaba de manera 
incorrecta los cromosomas, mostrando un ligero sesgo en la cosegregación de las 
cromátidas hermanas hacia la célula hija (Figura R28D). Por tanto, los fenotipos 
asociados a la sobreexpresión de AURK-B eran similares a los observados tras el 
incremento de expresión del alelo sin actividad quinasa ipl1-D227A, lo que sugiere 
que la sobreexpresión de Aurora B se comporta de un modo dominante negativo en 
S. cerevisiae. 
 
Figura R28. La sobreexpresión de Aurora B en Saccharomyces cerevisiae provoca letalidad 
celular y se comporta como un dominante negativo. (A y B) Células del tipo silvestre (F955) y 
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crecieron en YPA-Raf a 26°C. (A) Análisis de viabilidad mediante test de diluciones seriadas en 
placas de YPAD e YPA-Raf/Gal incubadas a 26°C. (B) Análisis Western de los niveles de H3 total y H3 
fosforilada en la Serina 10 (H3-℗) en muestras tomadas 60 minutos después de la inducción del 
promotor pGAL. (C y D) Células del tipo silvestre (F955) y de los mutantes pGAL-IPL1 pGAL-SLI15 
(F947) y pGAL-AURKB (F2242) con el CrIV-GFP se sincronizaron en G1 con la feromona factor alfa 
(5 µg/ml) y se liberaron en YPA-Raf/Gal siguiendo el diseño experimental descrito en la Figura R9A. 
(C) Análisis de la progresión del ciclo celular mediante el estudio de la gemación. Se muestran los 
porcentajes de células sin gema, con gema pequeña o gema grande en cada tiempo tras la liberación 
del bloqueo en G1. Las barras de error muestran la desviación estándar (n = 3). (D) Análisis de la 
segregación del CrIV-GFP. Se muestran los porcentajes de células que han segregado correctamente 
las cromátidas hermanas o las han cosegregado bien hacia la célula madre (M) o bien hacia la hija 















3.3 Análisis del incremento de los niveles de expresión de Aurora 
quinasa B e INCENP en líneas celulares humanas 
Durante el desarrollo de esta tesis hemos demostrado que en S. cerevisiae la 
sobreexpresión conjunta de la quinasa Ipl1 y su regulador Sli15 provoca graves 
defectos en la viabilidad celular. Si bien, como hemos indicado con anterioridad, la 
sobreexpresión de Aurora B en células humanas ya determina problemas de 
inestabilidad genética, existen estudios que demuestran los niveles de INCENP 
también se ven simultáneamente incrementados en algunos tumores, como en el 
caso de los tumores colorrectales (269). Es interesante, por tanto, estudiar el efecto 
del incremento de expresión conjunto de los homólogos humanos Aurora B e 
INCENP en líneas celulares humanas.  
 
3.3.1 La expresión incrementada de Aurora B e INCENP provoca un 
incremento sinergístico de la actividad quinasa de Aurora B 
Con objeto de evaluar los efectos de la expresión incrementada de AURK-B e 
INCENP en líneas celulares humanas, utilizamos plásmidos lentivirales en los que 
se clonaron los ADNc de ambos genes bajo el control de un promotor constitutivo 
de expresión elevada. En concreto, hicimos uso del plásmido pSIN-DUAL-GFP 
(288), que no posee marcador de selección con resistencia a droga, pero que 
permite la expresión constitutiva de GFP, de forma que se pueden distinguir las 
células que han incorporado el plásmido utilizando su fluorescencia como 
marcador. La transfección en células de la línea celular 293T de los plásmidos 
generados permitía el incremento en los niveles de expresión de Aurora B e 





Figura R29. Sobreexpresión de Aurora B e INCENP en células 293T. Análisis Western de los 
niveles de Aurora B e INCENP en células 293T transfectadas con 1 µg de plásmido pSIN-DUAL-GFP 
(Vacío), 1 µg de pSIN-DUAL-GFP-Aurora B (Aurk-B), 1 µg de pSIN-DUAL-GFP-INCENP (INCENP) y 1 
µg de los plásmidos pSIN-DUAL-GFP-Aurora B y pSIN-DUAL-GFP-INCENP (Aurk-B INCENP). Las 
proteínas se extrajeron pasadas 72 horas de la transfección. Los niveles de tubulina se usaron como 
control de carga. 
 
La transfección con los plásmidos pSIN-DUAL-GFP es transitoria, puesto que, al no 
conferir resistencia a antibiótico, no podemos seleccionar la población 
transfectada. Por este motivo, y para asegurarnos de que la mayoría de las células 
haya incorporado los plásmidos usados en cada caso, decidimos alternativamente 
infectar las células con partículas lentivirales generadas con los plásmidos pSIN-
DUAL-GFP, pSIN-DUAL-GFP-Aurora B y pSIN-DUAL-GFP-INCENP. De esta forma, 
seleccionando la multiplicidad de infección (MOI), y una vez titulados los virus 
obtenidos, se puede controlar el número de partículas virales añadidas por célula e 
igualar la carga viral entre condiciones. Por otra parte, debido a la inestabilidad 
genómica de la línea celular 293T y a la complejidad de su cariotipo, decidimos 
usar en su lugar la línea celular RPE1, que presenta un cariotipo estable. Tras la 
infección de células RPE1 con los lentivirus generados, el análisis de los niveles de 
expresión de Aurora B e INCENP mediante ensayos Western demostraba que tanto 
los niveles de Aurora B como los de INCENP se elevaban con respecto al control en 
las células infectadas (Figura R30). Los niveles de Aurora B eran similares cuando 
se sobreexpresaba de manera individual o conjuntamente con INCENP (Figura 
R30). Sin embargo, y de forma interesante, los niveles de proteína de INCENP eran 










cuando se sobreexpresaba individualmente (Figura R30). Estos resultados 
sugieren que el aumento de los niveles de Aurora B podría incrementar la 
estabilidad de INCENP. Adicionalmente, hay que resaltar también que en el caso de 
INCENP podían observarse en el gel varias formas de la proteína con diferente 
movilidad electroforética, que podrían reflejar cambios en su regulación post-




Figura R30. La sobreexpresión conjunta de Aurora B e INCENP incrementa la estabilidad de 
la subunidad reguladora. Análisis Western de los niveles de Aurora B e INCENP pasadas 72 horas 
de la infección. Se usaron para el estudio 100000 células RPE1 por cada condición. Control: 
infectadas con los virus del plásmido vacío (MOI = 4). Aurk-B: infectadas simultáneamente con los 
virus del plásmido vacío (MOI = 2) y con los virus de Aurora B (MOI = 2). INCENP: infectadas 
simultáneamente con los virus del plásmido vacío (MOI = 2) y con los virus de INCENP (MOI = 2). 
Aurk-B + INCENP: infectadas simultáneamente con los virus de Aurora B (MOI = 2) y con los virus 
de INCENP (MOI = 2). Los niveles de tubulina se usaron como control de carga. 
 
Una vez establecido que nuestro sistema experimental permitía el incremento 
simultáneo de expresión de Aurora B e INCENP, comprobamos si esta 
sobreexpresión se correlacionaba con un aumento de la actividad quinasa de 
Aurora B. Con este objetivo, estudiamos los niveles de fosforilación de la serina 10 










sobreexpresión conjunta de Aurora B e INCENP provocaba un aumento exacerbado 
y sinergístico de la actividad quinasa (Figura R31). 
 
Figura R31. La sobreexpresión conjunta de Aurora B e INCENP supone un aumento 
sinergístico de la actividad quinasa. Análisis Western de los niveles de H3 total y H3 fosforilada 
en la serina 10 (H3-℗) pasadas 72 horas de la infección. Para el estudio se usaron 100000 células 
RPE1 por cada condición. Control: infectadas con los virus del plásmido vacío (MOI = 4). Aurk-B: 
infectadas simultáneamente con los virus del plásmido vacío (MOI = 2) y con los virus de Aurora B 
(MOI = 2). INCENP: infectadas simultáneamente con los virus del plásmido vacío (MOI = 2) y con los 
virus de INCENP (MOI = 2). Aurk-B + INCENP: infectadas simultáneamente con los virus de Aurora 
B (MOI = 2) y con los virus de INCENP (MOI = 2). 
 
3.3.2 La sobreexpresión conjunta de Aurora B e INCENP en líneas celulares 
humanas provoca letalidad celular pero no un bloqueo mitótico 
El incremento simultáneo de los niveles de expresión de Ipl1 y Sli15 en células de S. 
cerevisiae afecta a la viabilidad celular. De este modo, a continuación decidimos 
comprobar si la sobreexpresión conjunta de Aurora B e INCENP se correlacionaba 
también con una pérdida de viabilidad en células humanas. Pasadas 48 horas de la 
infección, las células que sobreexpresaban tanto Aurora B como INCENP 
mostraban una tasa de crecimiento más alta que las células control y que las que 
sólo sobreexpresaban uno de los dos genes. Sin embargo, y de manera 
sorprendente, al resembrar las células pasado este tiempo, se observaba una 
pérdida dramática de la viabilidad para aquellas que poseían una expresión 










Figura R32. La sobreexpresión conjunta de Aurora B e INCENP conduce a letalidad celular. 
Para el estudio se usaron 100000 células RPE1 por cada condición. Control: infectadas con los virus 
del plásmido vacío (MOI = 4). Aurk-B: infectadas simultáneamente con los virus del plásmido vacío 
(MOI = 2) y con los virus de Aurora B (MOI = 2). INCENP: infectadas simultáneamente con los virus 
del plásmido vacío (MOI = 2) y con los virus de INCENP (MOI = 2). Aurk-B + INCENP: infectadas 
simultáneamente con los virus de Aurora B (MOI = 2) y con los virus de INCENP (MOI = 2).             
(A) Diseño experimental. (B) Análisis de viabilidad celular. Se muestra el número de células por 
cada condición en los días indicados después de la infección. 
 
En S. cerevisiae, la sobreexpresión de Ipl1 y Sli15 determina un bloqueo en la 
transición metafase-anafase, con la consecuente estabilización de los niveles de 
Clb2. En base a esto, decidimos evaluar si, de forma similar, el aumento conjunto de 
Aurora B e INCENP en líneas celulares humanas tenía algún efecto sobre la 
progresión del ciclo celular. Sorprendentemente, y a pesar de lo observado 
previamente respecto a la viabilidad celular, el análisis del contenido genético 
llevado a cabo mediante citometría de flujo mostraba un perfil similar en las 
células que sobreexpresaban Aurora B y/o INCENP y las células control (Figura 
R33A). Además, los niveles de Ciclina B1 (homólogo funcional de Clb2) eran 
similares en las células con niveles incrementados de Aurora B y/o INCENP y las 
células control (Figura R33B). Estos resultados sugieren que, al contrario de lo 








Figura R33. El incremento de expresión de Aurora B e INCENP no provoca un bloqueo en 
mitosis. Para el estudio se usaron 100000 células RPE1 por cada condición. Control: infectadas con 
los virus del plásmido vacío (MOI = 4). Aurk-B: infectadas simultáneamente con los virus del 
plásmido vacío (MOI = 2) y con los virus de Aurora B (MOI = 2). INCENP: infectadas 
simultáneamente con los virus del plásmido vacío (MOI = 2) y con los virus de INCENP (MOI = 2). 
Aurk-B + INCENP: infectadas simultáneamente con los virus de Aurora B (MOI = 2) y con los virus 
de INCENP (MOI = 2). (A) Análisis del contenido genómico mediante citometría de flujo pasadas 72 
horas de la infección. (B) Análisis Western de los niveles de Ciclina B1 pasadas 72 horas de la 
infección. Los niveles de tubulina se usaron como control de carga. 
 
3.3.3 El incremento simultáneo de la expresión de Aurora B e INCENP causa 
inestabilidad genómica 
El descenso de viabilidad provocado por el incremento de expresión de Aurora B e 
INCENP de forma conjunta podría reflejar un aumento de la inestabilidad 
genómica. Una medida de dicha inestabilidad es el análisis del porcentaje de 
células con micronúcleos, que son cuerpos extranucleares originados por 
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quedado detrás en anafase y no se han incluido en el núcleo principal durante 
telofase (292). Los fragmentos de cromosomas acéntricos se generan usualmente 
después de daños graves en el ADN, mientras que los micronúcleos que contienen 
cromosomas enteros son formados a causa de deficiencias en la segregación 
cromosómica (292). En el caso del control, y de acuerdo a los datos obtenidos 
mediante citometría de flujo, se observaban células con morfologías típicas de las 
distintas fases del ciclo celular (Figura R34) y un porcentaje bajo de células con 
micronúcleos, que permanecía constante en los tiempos analizados después de la 
infección (Figura R35A). Si bien la sobreexpresión de Aurora B o INCENP de forma 
individual aumentaba la presencia de micronúcleos, lo hacía sólo levemente 
respecto al control (Figura R35A). Sin embargo, el incremento simultáneo de los 
niveles de expresión de Aurora B e INCENP provocaba un aumento sinergístico del 
porcentaje de células con micronúcleos 144 horas después de la infección (Figura 
R35A). Estos resultados demuestran que la sobreexpresión de Aurora B e INCENP 
de manera simultánea conduce a una elevada tasa de inestabilidad genómica. 
Además, las células que sobreexpresaban Aurora B e INCENP mostraban 
morfologías nucleares aberrantes, así como “lagging chromosomes” (Figura R35). El 
porcentaje de células que presentaban formas nucleares asociadas a inestabilidad 
genómica (micronúcleos y morfologías aberrantes) incrementaba con el tiempo de 
sobreexpresión de Aurora B e INCENP (Figura R35A).  
Estos resultados demuestran que la elevación simultánea de los niveles de 
expresión de Aurora B e INCENP conduce a un aumento de inestabilidad genómica 






Figura R34. Análisis de la progresión del ciclo celular mediante la morfología del huso 
mitótico y del núcleo. Se muestran imágenes representativas de las distintas fases de mitosis de 
células RPE1 infectadas con los virus portadores del plásmido vacío (MOI = 4). Para cada célula se 
muestra la imagen correspondiente a GFP (células positivas para la infección; verde), el núcleo 
(DAPI; azul), el huso (Tubulina; rojo), una imagen combinada del huso y el núcleo (Merged) y una 












Figura R35. La sobreexpresión simultánea de Aurora B e INCENP causa inestabilidad 
genómica. Para el estudio se usaron 100000 células RPE1 por cada condición. Control: infectadas 
con los virus del plásmido vacío (MOI = 4). Aurk-B: infectadas simultáneamente con los virus del 
plásmido vacío (MOI = 2) y con los virus de Aurora B (MOI = 2). INCENP: infectadas 
simultáneamente con los virus del plásmido vacío (MOI = 2) y con los virus de INCENP (MOI = 2). 
Aurk-B + INCENP: infectadas simultáneamente con los virus de Aurora B (MOI = 2) y con los virus 
de INCENP (MOI = 2). (A) Porcentaje de células con micronúcleos y células con núcleos 









































aberrantes se incluyen células con más de tres micronúcleos y con el núcleo completamente 
fragmentado o evaginado. (B) Imágenes representativas de morfologías del núcleo observadas tras 
la sobreexpresión de Aurora B e INCENP. Para cada célula se muestra el huso (Tubulina; rojo), el 
núcleo (DAPI; azul), una imagen combinada del huso y del núcleo (Merged) y una imagen 
combinada del huso, el núcleo y la señal GFP, correspondiente a células infectadas (Merged + GFP).  
 
3.3.4 La letalidad celular provocada por el incremento de expresión de 
Aurora B e INCENP no se asocia a un proceso de senescencia 
La senescencia celular se considera un mecanismo supresor de tumores, ya que 
supone una parada irreversible del crecimiento que limita la proliferación celular 
excesiva o aberrante. La parada del crecimiento provocada por el proceso 
senescente se establece y se mantiene por las rutas supresoras de tumores 
gobernadas por p53 y p16-pRB (293, 294). Normalmente, las células senescentes 
se acumulan con un contenido genómico típico de fase G1, y sufren notables 
cambios morfológicos y en la expresión génica (293). Entre dichas alteraciones 
morfológicas se encuentran el aumento en el tamaño de la célula y el núcleo, la 
irregularidad de la envuelta nuclear, y la reorganización de la cromatina (293, 295). 
La superficie interna de la envuelta nuclear está delimitada por una lámina 
filamentosa, compuesta por las proteínas laminas A, B1, B2 y C, que contribuye al 
tamaño, forma y estabilidad del núcleo, así como al posicionamiento de la 
cromatina y la expresión génica (296-298). Recientemente se ha demostrado que 
los niveles de lamina B1, pero no el de las laminas B2, A y C, disminuyen 
precipitadamente cuando se induce senescencia por múltiples vías, pudiéndose 
emplear como un biomarcador general de senescencia (295). 
Debido a la alta tasa de letalidad observada al sobreexpresar conjuntamente 
Aurora B e INCENP en la línea celular RPE1, así como a la aparición de núcleos con 
morfologías similares a los observados en las células senescentes, quisimos 
estudiar los niveles de lamina B1 en estas condiciones. El análisis de los niveles de 
lamina B1 y de lamina A/C demostraba que no existían diferencias entre las células 




resultado, sumado al hecho de que no se observaba una acumulación de células en 
G1 mediante citometría de flujo, sugiere que el incremento de actividad quinasa 
Aurora B no desencadena una respuesta senescente. 
 
3.3.5 La letalidad causada por el incremento de expresión simultáneo de 
Aurora B e INCENP se asocia posiblemente a un proceso apoptótico 
La apoptosis es un proceso de muerte celular programada, responsable de la 
eliminación de forma controlada de células dañadas o no necesarias. Al igual que la 
mitosis, este tipo de muerte celular está altamente orquestada a nivel molecular 
por un conjunto específico de enzimas y sus reguladores. La apoptosis se 
caracteriza por una serie de cambios morfológicos y bioquímicos en las células, que 
incluyen, entre otros, disminución del tamaño celular, evaginación del núcleo, 
pérdida de adherencia de las células, condensación nuclear, fragmentación del 
ADN, externalización de la fosfatidilserina de la membrana plasmática y activación 
de las caspasas apoptóticas (299-303). A causa de la generación de fragmentos de 
ADN de tamaño molecular más bajo durante la apoptosis, las células apoptóticas 
pueden ser rápidamente identificadas mediante citometría de flujo como células 
con un contenido “sub-G1” o hipodiploide (303). De forma interesante, y de 
acuerdo a un incremento en los niveles de apoptosis, el análisis del contenido 
genómico mediante FACS mostraba un aumento en la proporción de células con un 
contenido genómico “sub-G1” en el caso de la sobreexpresión simultánea de 
Aurora B e INCENP en relación tanto a las células control como a las células que 
sobreexpresaban Aurora B o INCENP individualmente (Figura R36B). 
En respuesta a estrés celular asociado a daños en el huso mitótico, daños en el ADN 
o desregulación del ciclo celular, entre otros, la proteína supresora de tumores p53 
se estabiliza y se acumula rápidamente en el núcleo, donde funciona como factor 
de transcripción. La estabilización de p53 conduce a una parada del ciclo celular o 




células con un contenido genético hipodiploide, los niveles de p53 eran más 
elevados en el caso de las células con niveles de expresión incrementada de Aurora 
B e INCENP que los observados para las células control y aquellas que sólo 
sobreexpresaban Aurora B o INCENP (Figura R36C).  
 
Figura R36. El incremento de expresión de Aurora B e INCENP se asocia posiblemente a un 
proceso de muerte celular programada. Para el estudio se usaron 100000 células RPE1 por cada 
condición. Control: infectadas con los virus del plásmido vacío (MOI = 4). Aurk-B: infectadas 
simultáneamente con los virus del plásmido vacío (MOI = 2) y con los virus de Aurora B (MOI = 2). 
INCENP: infectadas simultáneamente con los virus del plásmido vacío (MOI = 2) y con los virus de 
INCENP (MOI = 2). Aurk-B + INCENP: infectadas simultáneamente con los virus de Aurora B (MOI = 
2) y con los virus de INCENP (MOI = 2). (A) Análisis Western de los niveles de Lamina B1 y Lamina 
A/C a las 72 horas de la infección. (B) Se representa el incremento en número de veces del 
porcentaje de células con un contenido genético hipodiploide obtenido mediante citometría de flujo 
a las 72 horas de la infección. (C) Análisis Western de los niveles de p53 pasadas 72 horas de la 
infección. Los niveles de tubulina se usaron como control de carga. 
 
Nuestros resultados, por tanto, sugieren que el incremento de actividad quinasa 
Aurora B provocado por el aumento simultáneo de expresión de Aurora B e 
INCENP determina una alta tasa de inestabilidad genómica que, en última 
















































4.1 Reevaluación de la relación funcional entre Aurora B y el punto de 
control de ensamblaje del huso 
La correcta distribución del material genético durante mitosis requiere que todos 
los cromosomas estén unidos a microtúbulos del huso. La existencia de un único 
cromosoma no unido activa el punto de control de ensamblaje del huso (SAC), que 
detiene la progresión del ciclo celular en metafase (31). Adicionalmente, las células 
deben también asegurarse de que todos los cromosomas estén bi-orientados, es 
decir, que cada una de las cromátidas hermanas de un cromosoma se una a un polo 
diferente del huso. La quinasa Aurora B, el componente enzimático del Complejo 
Pasajero del Cromosoma (CPC), es crucial en este proceso (19, 76). Así, se ha 
propuesto un modelo lineal en el que Aurora B y el SAC colaboran para lograr la 
correcta bi-orientación de los cromosomas durante mitosis (31). Según este 
modelo, Aurora B desestabiliza las uniones incorrectas que no conducen a tensión 
en el huso, generando cinetocoros vacíos susceptibles de activar el SAC. El SAC, a su 
vez, proporciona a la célula el tiempo que Aurora B necesita para corregir las 
uniones erróneas y lograr la bi-orientación de las cromátidas hermanas antes de 
progresar a anafase (19, 254). Recientemente, se ha sugerido que, además de la 
desestabilización de las uniones incorrectas de los cinetocoros al huso, la 
fosforilación de sustratos de Aurora B en el cinetocoro también es importante para 
prevenir el silenciamiento del SAC hasta que se ha conseguido establecer la bi-
orientación cromosómica (306). Además, la relocalización del CPC desde los 
centrómeros a la zona media del huso en anafase se requiere para impedir la 
reactivación del SAC una vez que las cromátidas hermanas se separan y de nuevo 
se pierde la tensión (106, 107).  
En base al mecanismo lineal para explicar la resolución de uniones microtúbulo-




esperable que tanto una deficiencia en la actividad de Aurora B como en el SAC 
provocaran defectos similares de segregación cromosómica. Sin embargo, 
sorprendentemente, los fenotipos de mutantes en Aurora B y en el SAC son muy 
diferentes en términos de segregación de los cromosomas. En S. cerevisiae, esta 
diferencia es muy acusada, ya que en este organismo IPL1 (el gen que codifica el 
homólogo de Aurora B) es un gen esencial, cuya inactivación conduce a graves 
problemas de aneuploidía (70), mientras que los mutantes en el SAC son 
perfectamente viables en condiciones normales de crecimiento y no muestran 
defectos evidentes durante la distribución del genoma en mitosis (255). En 
principio, esta discrepancia podría explicarse en base a dos hipótesis diferentes. 
Una posibilidad, sugerida previamente por otros autores, es que Ipl1 pueda 
detener el ciclo celular con independencia del SAC (256). Esto garantizaría la 
ventana temporal que la propia quinasa necesita para corregir las uniones 
microtúbulo-cinetocoro erróneas en ausencia de este punto de control. De manera 
interesante, en un estudio global de dobles híbridos se ha descrito una interacción 
entre Ipl1 y Apc1 (la subunidad principal del complejo APC/C) (257). Por otro lado, 
en células HeLa, se ha identificado una interacción in vivo de Aurora B tanto con 
Cdc27 (subunidad del APC/C) como con Cdc20, relacionándose dichas 
interacciones con el proceso de degradación de Aurora B mediado por APC/C y el 
proteasoma (162). Estos datos sugieren que Ipl1 podría inhibir directamente la 
actividad APC/CCdc20 de manera independiente al SAC. Sin embargo, y a pesar de 
varios intentos por verificar una posible interacción física entre Ipl1 y 
componentes del APC/C o Cdc20 que apoye una regulación directa del APC/C y, por 
tanto, de la transición metafase-anafase por Aurora B, en nuestro laboratorio 
hemos sido incapaces de encontrar ninguna evidencia de asociación directa entre 
estas proteínas en S. cerevisiae.  
Una hipótesis alternativa para explicar la discordancia planteada con anterioridad 
es que la eficiente resolución de las uniones microtúbulo-cinetocoro por Ipl1 
durante las etapas iniciales del ensamblaje del huso pueda hacer al SAC 




en esta Tesis Doctoral están de acuerdo con esta hipótesis, y reconcilian el modelo 
aceptado actualmente para la resolución de uniones sintélicas a través de la acción 
combinada de Aurora B y el SAC con la diferencia de fenotipos asociados a la 
deficiencia en uno u otro componente de este sistema. De este modo, y en base a 
nuestros resultados, proponemos que la actividad eficiente de Ipl1, junto con la 
dinamicidad del proceso de unión de los cromosomas a los microtúbulos del huso, 
convierten al SAC en un mecanismo de salvaguardia que sólo se convierte en 
necesario en situaciones en las que se ve afectada la captura de los cinetocoros por 
los microtúbulos y es preciso detener el ciclo celular para garantizar la viabilidad. 
En línea con esta argumentación, hemos demostrado que la viabilidad de las 
células con actividad reducida de Ipl1 se ve comprometida en ausencia de un SAC 
funcional, y que la inactivación simultánea de Ipl1 y el SAC conduce a defectos 
sinergísticos de segregación cromosómica. Adicionalmente, hemos demostrado 
que el SAC se vuelve esencial cuando se retrasa el inicio de la actividad de Ipl1 y la 
quinasa no dispone del tiempo necesario para asegurar la bi-orientación 
cromosómica. En S. cerevisiae, la duplicación del cuerpo polar del huso (SPB) es 
conservativa, es decir, el SPB original permanece intacto durante su duplicación 
(6). Además, dicho SPB es heredado por la célula hija en el 98% de las ocasiones, y 
esta distribución asimétrica no se ve afectada por la disminución de actividad Ipl1 
(70, 307). Por otra parte, los cinetocoros de ambas cromátidas hermanas están 
unidos en un primer momento al SPB original, ya que la duplicación de los cuerpos 
polares finaliza después de la duplicación del ADN (6). Esto hace especialmente 
necesario que las uniones microtúbulo-cinetocoro sean eficientemente eliminadas 
para lograr bi-orientar los cromosomas. En consonancia con estos datos, cuando se 
inhibe Ipl1 hasta metafase y las células se bloquean en esta etapa del ciclo celular, 
el huso se elonga de manera anormal debido a la acumulación de uniones sintélicas 
que no están siendo reparadas en ausencia de la quinasa. Nuestros resultados 
demuestran que la reactivación de la actividad quinasa de Ipl1 antes de liberar las 
células del bloqueo en metafase permite a las mismas detener la progresión del 
ciclo hasta que el huso recupera su morfología metafásica normal y los 




ausencia del SAC, el huso no recupera la morfología normal de metafase, y las 
células progresan directamente a anafase con los cromosomas mono-orientados. 
Estos resultados no sólo apoyan nuestra hipótesis sino que, adicionalmente, están 
en contra de que Ipl1 promueva una posible parada del ciclo celular con 
independencia del SAC. Es importante señalar que nuestros datos no nos permiten 
descartar una posible interacción física entre Ipl1 y el APC/C o Cdc20 en células de 
levadura. De hecho, al igual que ocurre en células HeLa donde el incremento de 
expresión de Cdc20 o Cdh1 (otro cofactor del APC/C) disminuye la expresión de 
Aurora B (162), el aumento en la expresión de Cdc20 provoca un ligero descenso en 
los niveles de Ipl1 en S. cerevisiae. De este modo, de ocurrir, dicha interacción 
podría estar relacionada con el proceso de degradación de Ipl1 por el APC/C y el 
proteasoma, y no con una regulación directa del APC/C por parte de Ipl1. En 
conclusión, el conjunto de datos anteriores sugiere que Ipl1 es capaz de reparar las 
uniones sintélicas eficientemente en las etapas iniciales del ciclo, de forma que el 
establecimiento del huso mitótico bipolar tiene lugar antes de que las células estén 
preparadas para llevar a cabo la transición metafase-anafase. 
Nuestras conclusiones, si bien obtenidas en S. cerevisiae, creemos que pueden ser 
extrapoladas para explicar la distinta dependencia de la funcionalidad del SAC que 
muestran células de organismos distintos, e incluso diferentes tipos celulares del 
mismo organismo, para garantizar la viabilidad celular. A diferencia de lo que 
ocurre en S. cerevisiae, el SAC sí es esencial para la viabilidad de C. elegans, D. 
melanogaster y células humanas y de ratón (308-311). No obstante, las células 
carentes de Aurora B y las células deficientes en el SAC también presentan 
fenotipos distintos en estos organismos. Así, en modelos de ratón, se ha descrito 
que tanto la inactivación simultánea de Aurora B y Aurora C (otro miembro de la 
familia Aurora quinasa que puede compensar parcialmente la falta de Aurora B 
durante embriogénesis) como las deleciones en homocigosis de INCENP, Survivina 
o Borealina (los tres componentes no-enzimáticos del CPC) conducen a letalidad 
embrionaria muy temprana (incluso en el estadio de dos células), con una elevada 




315). Sin embargo, y aunque la disrupción de Mad2 en homocigosis también 
conduce a letalidad durante la embriogénesis del ratón, las células embrionarias 
carentes de un SAC funcional parecen crecer con normalidad hasta E5.5 (309). 
Además, la letalidad en estas células se asocia a un incremento en apoptosis, y los 
embriones de ratón nulos para Mad2 y p53 son viables en cultivo (316). Estos 
datos sugieren que las células embrionarias de ratón deficientes para el SAC 
mueren principalmente como consecuencia de la apoptosis (regulada al menos en 
parte por p53), más que por una catástrofe mitótica per se. La inactivación de p53, 
sin embargo, no suprime los defectos en proliferación celular y apoptosis debidos a 
la falta de actividad del CPC (315), sugiriendo que la inactivación del CPC afecta 
directamente a la mitosis y conlleva a una muerte por apoptosis a través de un 
mecanismo independiente de p53.De forma destacada, es sólo a partir del inicio de 
la gastrulación (E6.5) cuando el SAC se convierte en esencial durante la 
embriogénesis del ratón (309). Esta observación puede ser explicada fácilmente de 
acuerdo a nuestro modelo. La gastrulación es un período particularmente activo 
del desarrollo, durante el cual las células embrionarias se dividen más rápidamente 
(317). Obviamente, esto reduce el tiempo para la finalización de la mitosis durante 
la gastrulación, lo que, a su vez, disminuye el tiempo del que Aurora B dispone para 
reparar las uniones microtúbulo-cinetocoro y explica que, en consecuencia, el SAC 
se convierta en esencial. 
Existen importantes diferencias con respecto al proceso de segregación 
cromosómica entre las células de levadura de gemación y las de eucariotas 
superiores. Así, mientras que los cromosomas de S. cerevisiae se unen a 
microtúbulos durante la mayoría del ciclo celular, los cromosomas de eucariotas 
superiores se unen a los microtúbulos que emanan de los polos del huso sólo 
durante mitosis (318). Adicionalmente, y mientras que en S. cerevisiae se une un 
único microtúbulo por cinetocoro, los cinetocoros de metazoos conectan 
simultáneamente con varios microtúbulos del huso (319). Por último, también 
debe considerarse que el número de cromosomas en las células varía 




las diferencias observadas en cuanto al distinto requerimiento del SAC que 
muestran las células de distintos organismos para su viabilidad. De esta forma, el 
inicio de la captura de los cinetocoros por los microtúbulos del huso en 
prometafase reduce el período de tiempo del que Aurora B dispone para llevar a 
cabo la corrección de las uniones incorrectas en eucariotas superiores, 
especialmente en el caso de células con un número elevado de cromosomas. 
Cuanto mayor es el número de cromosomas y de microtúbulos que se unen por 
cinetocoro, así como cuanto más tarde empieza la captura de los cinetocoros por 
parte del huso, más difícil es conseguir la bi-orientación cromosómica y, por tanto, 
mayor es la supeditación de las células a la funcionalidad del SAC para 
proporcionar a Aurora B el tiempo necesario para corregir las uniones erróneas. De 
acuerdo con esta idea, se ha demostrado que la deficiencia del SAC es incompatible 
con la supervivencia de las células madre del folículo capilar de ratón, mientras que 
la falta de este punto de control es tolerada en células de la epidermis interfolicular 
del mismo organismo (320). De forma destacada, en las células de la epidermis 
interfolicular de ratón, la duración de la prometafase es mayor que en las células 
del folículo capilar (320), lo cual proporciona a Aurora B más tiempo para asegurar 
la bi-orientación de los cromosomas.  
En base a estos estudios, y a los datos obtenidos durante la realización de esta Tesis 
Doctoral, proponemos que es la ventana temporal requerida por la quinasa Aurora 
B para establecer la bi-orientación cromosómica la que determina la diferente 
dispensabilidad del SAC para garantizar la bi-orientación de los cromosomas 






4.2 Análisis de las consecuencias del incremento de actividad quinasa 
Aurora B en Saccharomyces cerevisiae 
Aurora quinasa B es una proteína pasajera del cromosoma que posee un papel 
fundamental en el control del ciclo celular asegurando la correcta segregación de 
los cromosomas y la progresión normal de la mitosis (76). Los niveles de expresión 
de esta proteína presentan un máximo en fase G2-M, siendo su expresión mínima 
durante interfase (263, 321). Por otra parte, su actividad quinasa es máxima 
durante mitosis, alcanzándose un pico de actividad justo después de la inactivación 
de la quinasa CDK1 (321). Sin embargo, en varias líneas celulares cancerosas 
Aurora B está constantemente sobreexpresada a lo largo del ciclo celular (231). Se 
ha demostrado que la sobreexpresión de Aurora quinasa B conduce a 
multinuclearidad en las células y se ha sugerido que, posiblemente, determina 
inestabilidad genética a causa de los defectos que genera en la progresión mitótica 
(231). Además, las células tumorales que sobreexpresan Aurora B de manera 
estable muestran un crecimiento más agresivo que las células tumorales control 
(262). Esto sugiere que la sobreexpresión de Aurora B podría tener un papel 
importante durante el desarrollo del cáncer. 
Se sabe que, en metazoos, la sobreexpresión de Aurora B determina inestabilidad 
cromosómica y problemas de segregación (262), activación del SAC (262) e 
imposibilidad de realizar la citocinesis (231, 263). No obstante, hasta el desarrollo 
de esta Tesis Doctoral se desconocían los mecanismos moleculares que determinan 
estos fenotipos y, por tanto, el posible mecanismo por el cual dicha sobreexpresión 
podría promover la tumorogénesis. La levadura S. cerevisiae es un organismo 
modelo ideal para el estudio del ciclo celular. Un cuerpo considerable de evidencias 
demuestra que la regulación del ciclo celular es remarcablemente similar en 
levaduras y humanos. Los avances en nuestro conocimiento sobre la regulación de 
la mitosis en levaduras tienen una importancia incuestionable, y han jugado un 
papel fundamental en la elucidación de los mecanismos que conducen al desarrollo 




cerevisiae (Ipl1) no presenta ningún fenotipo aparente ni conduce a letalidad 
celular (71). Este hecho ha contribuido a nuestro escaso conocimiento sobre las 
consecuencias moleculares del incremento de actividad Aurora quinasa B. 
La actividad quinasa de Ipl1 está rigurosamente controlada, lo que puede explicar 
que un aumento en sus niveles de expresión no necesariamente implique un 
aumento en su actividad quinasa. Además, la localización y la actividad de Ipl1 
dependen de los componentes no-enzimáticos del CPC (76). Entre las subunidades 
no-enzimáticas del CPC destaca Sli15, un componente esencial para el andamiaje 
del complejo, cuyos niveles también son estrictamente regulados (76, 322). En base 
a lo anterior, al inicio de esta Tesis Doctoral nos planteamos la posibilidad de que 
para lograr un aumento en la actividad quinasa en levaduras no sea suficiente con 
la sobreexpresión de Ipl1 exclusivamente, sino que quizás sea necesario el 
aumento adicional de la expresión de su subunidad reguladora Sli15. De acuerdo 
con esta hipótesis, cuando se sobreexpresa sólo Ipl1su actividad quinasa no 
aumentaría debido a que, para que la proteína sea activa, esta debe interaccionar 
con Sli15. Así, al no incrementarse también su nivel de expresión, Sli15 se 
comportaría como “sustrato limitante”. Esto justificaría que, como se ha descrito 
previamente (71), no observemos problemas de viabilidad y fenotipos aparentes 
debido a la sobreexpresión de Ipl1.Cuando son los niveles de Sli15 los que se 
incrementan, si bien tampoco se observa letalidad celular, en este caso se generan 
leves defectos sobre la viabilidad de las células. Esto sugiere que los niveles de 
Sli15 son más limitantes en el interior celular que los de Ipl1, de forma que un 
incremento de la expresión de Sli15 favorece la formación del CPC y reduce la 
cantidad de Ipl1 que no está formando parte de este complejo, lo que determina 
una mayor proporción de quinasa activa y correctamente localizada. 
Para verificar nuestra hipótesis inicial, decidimos por tanto estudiar los efectos del 
aumento simultáneo de la expresión de IPL1 y SLI15. Nuestros resultados 
demuestran que, de acuerdo a esta predicción, la sobreexpresión conjunta de Ipl1 y 




hiperfosforilación de la serina 10 de la histona H3. Las células con actividad 
quinasa Ipl1 incrementada manifiestan graves problemas de viabilidad celular. 
Además, la elevación de los niveles de expresión de Ipl1 y Sli15 provoca defectos de 
segregación cromosómica, activación del SAC, inestabilidad del huso mitótico y 
ausencia de citocinesis, fenotipos que se asemejan a los causados por el incremento 
de actividad quinasa Aurora B en metazoos. 
Nuestro modelo de sobreexpresión de la actividad quinasa Aurora B en S. 
cerevisiae, nos ha facilitado la disección molecular de los mecanismos moleculares 
que subyacen a los defectos asociados a dicho incremento. Para descifrar estos 
mecanismos, una de nuestras primeras aproximaciones experimentales ha sido 
intentar revertir los efectos del aumento de actividad Ipl1. Así, por ejemplo, 
probamos la reversión de los defectos asociados a la sobreexpresión de Ipl1 y 
Sli15incrementando también la expresión de la fosfatasa que contrarresta la 
actividad quinasa de Ipl1. PP1 se considera la principal fosfatasa que antagoniza a 
Aurora B, tanto en S. cerevisiae como en metazoos (276, 323). En levaduras de 
gemación, PP1 está codificada por GLC7, y se ha demostrado que la disminución en 
su actividad fosfatasa suprime los fenotipos asociados a la disminución de 
actividad quinasa Ipl1, mientras que su sobreexpresión conduce a fallos en la 
segregación de los cromosomas (324, 325). La sobreexpresión de Glc7, sin 
embargo, no recupera la letalidad causada por el incremento de actividad quinasa 
de Ipl1, y las células siguen presentando graves problemas de segregación. Puesto 
que el aumento de expresión de Glc7 por sí solo conduce a letalidad celular y 
aneuploidía, y los detalles moleculares subyacentes a esta pérdida de viabilidad no 
están bien definidos (47, 277, 326), es difícil determinar los mecanismos que 
conllevan a letalidad en las células que sobreexpresan conjuntamente Ipl1, Sli15 y 
Glc7. No obstante, y en relación a estos resultados, cabe destacar que, mientras que 
hemos encontrado que existen células capaces de revertir de forma espontánea la 
letalidad celular causada por el incremento de expresión de Ipl1 y Sli15, no se 
observan células que puedan recuperar la viabilidad en el caso de la 




incremento en los niveles de expresión de Ipl1, Sli15 y Glc7 provoca en la célula 
una acumulación de daños mayor que en el caso de la sobreexpresión conjunta de 
Ipl1 y Sli15. En humanos, la desregulación de PP1 se ha asociado a numerosas 
enfermedades, como es el caso del cáncer (327-337), y, en la actualidad, esta 
proteína está recobrando relevancia como diana farmacéutica (338). Sin embargo, 
debido a que la actividad fosfatasa PP1 controla varias rutas importantes para el 
crecimiento y la proliferación celular (339-342), es difícil averiguar los sustratos 
exactos que en un estado de fosforilación anormal conducen a la progresión 
tumoral. De forma interesante, algunos tipos de cáncer responden a activadores de 
la actividad fosfatasa y otros, sin embargo, a inhibidores (338). Según nuestros 
resultados, la hiperactivación de Glc7 inhibe la capacidad de recuperar la viabilidad 
de las células con incremento de actividad quinasa Ipl1. Extrapolando estos 
resultados obtenidos en S. cerevisiae a células humanas, quizás la potenciación de 
la actividad de PP1 podría suponer un freno para el crecimiento celular y el 
proceso tumoral en células que muestran una expresión incrementada de Aurora B. 
En cultivos celulares, se ha demostrado que la elevación de la actividad Aurora 
quinasa B provoca inestabilidad en el número de cromosomas, asociada al 
incremento en la fosforilación de la serina 10 de la histona H3 (262). Es posible 
pensar, por tanto, que en S. cerevisiae la hiperfosforilación de este residuo histónico 
debida a la sobreexpresión de Ipl1 y Sli15 pudiese estar relacionada con la pérdida 
de viabilidad y los defectos de segregación cromosómica. Sin embargo, la 
introducción del alelo fosfomutante de la serina 10 de la histona H3 (H3S10A) no 
alivia los fenotipos asociados al incremento de actividad quinasa Ipl1. Este 
resultado está de acuerdo con estudios genéticos previos en levaduras, que 
demuestran que la estirpe fosfomutante para la serina 10 de la histona H3 muestra 
tiempos de generación y una progresión a lo largo del ciclo indistinguible a los del 
tipo silvestre (150), sugiriendo que en S. cerevisiae dicha marca histónica no es 




La expresión incrementada de Ipl1 y Sli15 conduce a inestabilidad del huso, 
especialmente en la zona media. Puesto que esta inestabilidad podría estar 
asociada a los problemas de segregación cromosómica y, en consecuencia, a la 
letalidad celular que determina el aumento de actividad quinasa Ipl1, decidimos 
dilucidar las causas de dicha inestabilidad en el huso para tratar de revertirla. La 
falta de estabilidad en el huso mitótico observada tras la sobreexpresión de Ipl1 y 
Sli15 podría en principio deberse a una deslocalización del CPC, debido a que la 
regulación de la actividad y la localización del complejo están íntimamente 
relacionadas (76). No obstante, el análisis de la localización de Bir1 demuestra que, 
a pesar de su acumulación centromérica, el complejo se localiza también en el huso 
tras la sobreexpresión de Ipl1 y Sli15. Una vez localizado el CPC en la zona media 
del huso, Aurora B regula un gran número de proteínas asociadas a microtúbulos, 
como es el caso de Ase1/PRC1 (258). Ase1 presenta siete sitios de fosforilación 
consenso de Ipl1 y es fosforilada por dicha quinasa in vitro (258). Nuestros 
resultados indican que el colapso prematuro del huso durante su elongación en 
células que sobreexpresan Ipl1 y Sli15 se debe a una función defectiva de Ase1, 
como consecuencia de la hiperfosforilación de dicha proteína tras el incremento de 
actividad Ipl1. En línea con este hecho, la expresión del alelo ase1-5A recupera 
parcialmente los defectos observados en la estabilidad del huso a causa del 
incremento de actividad quinasa Ipl1. Por otro lado, también hemos demostrado 
que la sobreexpresión de Ase1 promueve la estabilización de la zona media del 
huso en células con niveles incrementados de Ipl1 y Sli15. Sin embargo, y de forma 
destacada, esta estabilización del huso no es capaz de recuperarlos problemas de 
segregación cromosómica provocados por la sobreexpresión de Ipl1 y Sli15. Así, las 
células con incremento de actividad Ipl1 y una zona media del huso estable gracias 
a la sobreexpresión de Ase1, todavía cosegregan las cromátidas hermanas en la 
mayoría de los casos.  
Debido a que la inestabilidad de la zona media del huso no está relacionada con los 
severos defectos de segregación cromosómica en las células con expresión 




explicar la causa de la generación de tales aneuploidías. Aunque es evidente 
imaginar cómo la falta de una proteína que corrige las uniones microtúbulo-
cinetocoro y garantiza la bi-orientación de los cromosomas puede conducir a 
defectos masivos de segregación, no es obvio explicar por qué su expresión 
incrementada también conduce a aneuploidía. Como hemos comentado con 
anterioridad, en S. cerevisiae, los cinetocoros permanecen unidos a microtúbulos a 
través de todo el ciclo celular (318). Por otro lado, y debido a que la duplicación del 
ADN termina antes que la de los SPBs, las cromátidas hermanas están inicialmente 
unidas de manera sintélica (6, 70, 318). Esto determina que en células con actividad 
quinasa Ipl1 reducida, las cromátidas hermanas cosegreguen preferentemente 
hacia la célula hija (donde migra el SPB procedente de la división anterior), ya que 
las células son incapaces de establecer correctamente la bi-orientación (70, 307). 
En el caso del incremento de actividad quinasa Ipl1, sin embargo, las cromátidas 
hermanas cosegregan preferencialmente hacia la célula madre. Esto indica que los 
fenotipos asociados en este caso no se deben a una pérdida de función de Ipl1. 
Para explicar la causa de los defectos de segregación cromosómica asociados al 
incremento de actividad Ipl1, proponemos un modelo según el cual dicha quinasa 
se acumula en los centrómeros en su forma activa, determinando una continua 
desestabilización de las uniones microtúbulo-cinetocoro, incluso en el caso de que 
estas se establezcan de manera anfitélica. De acuerdo con este modelo, Dam1, uno 
de los sustratos claves de Ipl1 para regular las uniones microtúbulo-cinetocoro, se 
encuentra hiperfosforilado tras la sobreexpresión de Ipl1 y Sli15. Por otro lado, y 
mientras que Ipl1 es dispensable una vez que se establecen correctamente las 
uniones microtúbulo-cinetocoro (70), los defectos en la segregación de los 
cromosomas se observan incluso cuando IPL1 y SLI15 son sobreexpresados tras el 
establecimiento de la bi-orientación. Adicionalmente, la distancia media entre los 
centrómeros y los SPBs aumenta después de la elongación del huso en células con 
actividad quinasa Ipl1 incrementada, lo que sugiere un desenganche temporal de 
los cinetocoros del huso durante este proceso. De forma interesante, tras la 




quedado sueltos tras la elongación del huso (“lagging chromosomes”). Este tipo de 
cromosomas se encuentra frecuentemente en células de metazoos que 
sobreexpresan Aurora B (262, 343), y podría explicar por qué en las células de 
levadura con actividad Ipl1 incrementada ambas cromátidas hermanas son 
retenidas con mayor frecuencia en la célula madre, donde estas se encuentran 
inicialmente tras la replicación del ADN. Finalmente, y de acuerdo con que las 
uniones microtúbulo-cinetocoro están siendo continuamente desestabilizadas y 
que, por tanto, se están generando cinetocoros vacíos, nuestros resultados 
demuestran que, a diferencia de lo que ocurre en ausencia de Ipl1 (256), la 
sobreexpresión simultánea de Ipl1 y Sli15 induce la activación constitutiva de este 
punto de control. 
La activación del SAC inhibe al APC/C y, por consiguiente, mantiene la cohesión 
entre las cromátidas hermanas y un bloqueo en metafase (31). Sin embargo, esta 
protección plantea una aparente paradoja: si las cohesinas no están siendo 
degradadas, ¿por qué las células con niveles elevados de Ipl1 y Sli15 segregan sus 
cromosomas? Para explicar esta contradicción, postulamos que la ruptura 
constante de las conexiones microtúbulo-cinetocoro conduce a la elongación del 
huso debido a que desaparecen las fuerzas de tensión generadas gracias a dichas 
conexiones y que se contraponen a la actividad de los motores que separan los 
SPBs. La situación sería, por tanto, similar a la observada en un mutante que no 
expresa Cdc6, un factor esencial para el inicio de la replicación del ADN (344). 
Dichas células entran en mitosis sin replicar el ADN, pero la ausencia de una 
cromátida hermana impide la bi-orientación de los cromosomas y el 
establecimiento del huso metafásico, lo que determina la activación del SAC (345). 
No obstante, y debido a la falta de tensión, el huso mitótico se alarga. Las células 
cdc6Δ, al igual que las células con actividad Ipl1 incrementada, se encuentran por 
tanto en un estado que se ha denominado “prometafase con aspecto de anafase” 
(“anaphase-like-prometaphase”) (345, 346), ya que fisiológicamente están en 





Como se ha comentado anteriormente, uno de los fenotipos observados tras la 
expresión incrementada de Ipl1 y Sli15 es la inestabilidad del huso, especialmente 
en la zona media. Si bien hemos demostrado que este fenotipo depende de 
problemas con la función de Ase1, en principio otra posibilidad es que pudiese ser 
debido a que las células intenten elongar el huso en la fase del ciclo incorrecta. En 
mutantes incapaces de establecer cohesión entre las cromátidas hermanas y que se 
bloquean en metafase, las cromátidas no se pueden mantener juntas, y las células 
intentan elongar el huso a pesar de que el APC/C no se encuentra activo y Pds1 aún 
no ha sido degradada, lo cual determina una debilitación de la zona media del huso 
(278). En dichas células, la inactivación del SAC restaura la activación normal del 
APC/CCdc20 y recupera la estabilidad del huso (278). Los defectos de inestabilidad 
en la zona media asociados a la sobreexpresión de Ipl1 y Sli15, no obstante, no son 
aliviados por la deleción de MAD1. Es importante señalar adicionalmente que la 
sobreexpresión de Ase1, sin embargo, no puede aliviar los defectos del huso 
observados en mutantes en las cohesinas bloqueados en metafase. Estos datos 
demuestran que la inestabilidad del huso debido al incremento de actividad 
quinasa Ipl1 no se debe a que las células intenten elongar el huso en la fase del 
ciclo errónea, cuando las condiciones para su elongación aún no han sido 
establecidas, y reafirman nuestra conclusión de que la inestabilidad es generada 
por una función alterada de Ase1. De forma interesante, la eliminación del SAC en 
las células con actividad incrementada de Ipl1 provoca un fallo en la separación de 
los SPBs, de forma que estas estructuras cosegregan en la mayoría de los casos. La 
explicación más plausible para este hecho es que la activación del SAC proporcione 
a las células el tiempo adicional necesario para que el huso metafásico se 
establezca correctamente en presencia de altos niveles de actividad quinasa Ipl1. 
Puesto que Ipl1 juega un papel esencial en el desensamblaje del huso, y que la 
disminución de su actividad da lugar a una elongación excesiva del mismo (347), el 
aumento de actividad quinasa Ipl1 podría determinar directamente una ruptura 
prematura del huso que, en ausencia del SAC, impidiese la separación de los SPBs. 
Alternativamente, el incremento de actividad Ipl1 podría interferir con la 




requerida para el mantenimiento de una estrecha asociación entre los cuerpos 
polares duplicados durante meiosis en células de S. cerevisiae(348). Por otro lado, 
se ha demostrado que Aurora A juega un papel fundamental en la duplicación y 
separación de los centrosomas en células de eucariotas superiores (349-351), de 
forma que es posible que, en ausencia de un homólogo de Aurora A en levaduras, 
sea Ipl1 la que participe en este proceso.  
Uno de los últimos fenotipos asociados al incremento de actividad Aurora B en 
metazoos es que, a pesar de que tiene lugar la segregación de los cromosomas, las 
células muestran problemas de citocinesis (262, 263). Si bien Ipl1 juega un papel 
fundamental en la ruta NoCut, implicada en la regulación de la abscisión (213-215), 
los niveles incrementados de Ipl1 y Sli15 no parecen activar dicho punto de 
control. Por el contrario, nuestros resultados demuestran que la ausencia de 
citocinesis en estas células se debe a la activación constitutiva del SAC. Así, la 
deleción de MAD1 permite la realización de la citocinesis en las células con 
expresión incrementada de Ipl1 y Sli15.Es importante señalar que la ruta NoCut es 
funcional en los mutantes del SAC (213), lo cual apoya adicionalmente que esta 
ruta no esté siendo activada a pesar de los altos niveles de actividad quinasa Ipl1. 
La sobreexpresión conjunta de Ipl1 y Sli15 recapitula los problemas en el ciclo 
celular asociados el incremento de actividad quinasa Aurora B en células de 
mamíferos, y nos ha permitido profundizar en los mecanismos moleculares que 
conducen a dichos fenotipos. De hecho, recientemente, y afianzando la validez de 
nuestros resultados, se ha generado un modelo de sobreexpresión de Aurora B en 
ratón, que al igual que nuestro modelo en S. cerevisiae, presenta problemas de 
inestabilidad genómica y activación del SAC (343). Dicho ratón, además, presenta 
propensión a la aparición de ciertos tipos de tumores (343). Una pregunta 
interesante es por qué en levaduras es necesaria la sobreexpresión de Ipl1 y Sli15 
para recapitular los fenotipos asociados a la actividad incrementada de Aurora B en 
eucariotas superiores. En relación a esto, es importante señalar que Ipl1 es el único 




Aurora quinasas – A, B y C – que muestran diferentes localizaciones subcelulares y 
funciones (81). Ipl1 posee funciones adicionales que normalmente son llevadas a 
cabo por Aurora A o C en mamíferos (258, 348, 352). Esto podría explicar que en 
levaduras sea fundamental la regulación complementaria de la actividad de Ipl1 
mediante el control de los niveles de Sli15. Debido a que los fenotipos observados 
tras la sobreexpresión de Aurora B en líneas celulares humanas presentan 
similitud con los ocasionados tras el aumento de expresión de Ipl1 y Sli15, nos 
planteamos si la sobreexpresión del homólogo humano AURK-B podría determinar 
una elevación de su actividad quinasa en células de S. cerevisiae. No obstante, y si 
bien la sobreexpresión de AURK-B en la levadura de gemación provoca letalidad 
celular, como se había descrito previamente para AIM-1 (homólogo de Aurora B en 
células de rata) (263), los fenotipos asociados a esta sobreexpresión son diferentes 
a aquellos observados tras el aumento de actividad quinasa Ipl1. Así, las células de 
levadura que sobreexpresan AURK-B no presentan hiperfosforilación de la serina 
10 de la histona H3 (a pesar de que esta diana está conservada entre organismos), 
y muestran un comportamiento similar al de las células con actividad Ipl1 
reducida. En consecuencia, nuestros resultados demuestran que la sobreexpresión 
de AURK-B en S. cerevisiae se comporta de manera dominante negativa. En relación 
a estos resultados, cabe destacar que, a pesar de considerarse a Ipl1 como el 
homólogo funcional de Aurora B, la quinasa de levadura presenta una mayor 
homología de secuencia con Aurora A, y el dominio catalítico de Aurora A es capaz 
de complementar parcialmente a temperatura semi-restrictiva al alelo ipl1-
321(321). Por otro lado, el grado de conservación de secuencia de INCENP y SLI15 
es muy bajo, y Sli15 sólo se considera un miembro de la familia de proteínas del 
centrómero interno por ser el componente de unión y regulador de Ipl1 y poseer 
una región carboxi-terminal conservada, IN-box, común a todas las proteínas de la 
familia (353). Esto podría determinar quela proteína Aurora B humana no sea 
correctamente localizada y regulada por Sli15, siendo incapaz de desempeñar las 




Nuestros resultados resaltan la importancia del control riguroso de la expresión de 
Aurora B e INCENP para la viabilidad celular, y demuestran que incluso un 
aumento sutil en los niveles de expresión de IPL1 y SLI15, como el que se logra tras 
la duplicación de ambos genes bajo el control de sus propios promotores, 
incrementa la inestabilidad genómica de las células de levadura. Estos datos 
pueden ser útiles para proporcionar nuevas claves sobre cómo la desregulación de 





4.3 Análisis del incremento simultáneo en los niveles de expresión de 
Aurora quinasa B e INCENP en líneas celulares humanas 
El cáncer es una enfermedad caracterizada por una división incontrolada de las 
células. Las células tumorales no responden a las señales extracelulares que 
gobiernan su comportamiento en un tejido, y crecen y se dividen cuando no 
deberían, además de no responder a los mecanismos de control del ciclo celular. En 
la mayoría de los casos, el cáncer comienza con cambios en la secuencia del 
genoma que permiten a una célula dividirse bajo condiciones en las que las células 
vecinas no lo hacen. El tumor evoluciona a medida que los descendientes de esa 
primera célula mutante adquieren cambios genéticos adicionales que les permiten 
saltar, una por una, las barreras que normalmente restringen su proliferación y 
supervivencia (354-357). La mayoría de las células de los tumores sólidos son 
aneuploides y muchas presentan inestabilidad cromosómica (CIN), un término que 
hace referencia a la ganancia o pérdida recurrente de cromosomas durante 
múltiples divisiones celulares (358-360). Defectos en la captura de los cromosomas 
por parte del huso mitótico, la cohesión de las cromátidas hermanas, los puntos de 
control mitóticos o el número de centrosomas, entre otros, pueden provocar 
divisiones celulares aberrantes, con la consecuente aparición de células 
aneuploides y la generación de CIN (12, 361-363). Aurora quinasa B está implicada 
en muchos de estos procesos mitóticos (76), destacando su papel en la corrección 
de las uniones microtúbulo-cinetocoro erróneas (68). La actividad incorrecta de 
Aurora B se ha asociado a la aparición de distintos tipos de cáncer (364). En 
concreto, la sobreexpresión de Aurora B es común en múltiples tumores humanos, 
donde niveles elevados tanto de esta quinasa como del ARNm que la codifica se 
asocian frecuentemente a una peor prognosis (223, 227, 230, 267, 321, 365-369). 
Además, Aurora B forma parte de la firma de expresión génica CIN70, asociada con 
alta inestabilidad cromosómica en tumores humanos (370). 
Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral en células de S. cerevisiae enfatizan 




el control de la ploidía. Aunque la sobreexpresión individual de Aurora B en 
metazoos provoca fenotipos similares a los causados por el incremento de 
expresión de Ipl1 y Sli15 en levaduras de gemación (262, 263, 343), existen 
tumores en los que, además de la quinasa, también se encuentran conjuntamente 
incrementados los niveles de expresión de su subunidad reguladora INCENP (269). 
En consecuencia, y tras nuestros hallazgos con el modelo de sobreexpresión de 
actividad quinasa Ipl1 en levaduras, era de enorme interés evaluar los efectos de la 
sobreexpresión de AURK-B e INCENP en células humanas para analizar si, al igual 
que en S. cerevisiae, el incremento conjunto en los niveles de expresión de ambas 
subunidades del CPC determina efectos deletéreos aditivos sobre el ciclo celular y 
la segregación de los cromosomas.  
En esta Tesis Doctoral, haciendo uso de la línea celular humana RPE1, hemos 
demostrado que la sobreexpresión conjunta de Aurora B e INCENP conduce a un 
aumento sinergístico de la actividad Aurora quinasa B. Las células RPE1 con niveles 
incrementados de Aurora B e INCENP muestran hiperfosforilación de la serina 10 
de la histona H3. Esto, de nuevo, está de acuerdo con que tanto la localización como 
la actividad de Aurora B dependen de INCENP (76),lo que determina que cuando se 
sobreexpresa Aurora B conjuntamente con INCENP, al igual que en S. cerevisiae, se 
produzca un incremento sinergístico de su actividad quinasa. Es interesante 
destacar que, en células RPE1, los niveles de expresión de INCENP se incrementan 
notablemente cuando se sobreexpresa conjuntamente Aurora B. Por tanto, el 
incremento de expresión de Aurora B parece estabilizar el exceso de proteína 
INCENP. Por el contrario, los niveles de Aurora B no se modifican tras la 
sobreexpresión de INCENP, es decir, no se observan diferencias entre los obtenidos 
tras su sobreexpresión individual y la conjunta con su subunidad reguladora. El 
hecho de que la variación de la expresión de una de las subunidades del CPC 
influya en la estabilidad de las demás proteínas del complejo ha sido documentada 
(371-373). Además, y en línea con nuestras observaciones, recientemente se ha 
sugerido que la estabilidad de INCENP depende de la fosforilación por parte de 




Debido a que Aurora B se encuentra sobreexpresada en un amplio rango de células 
cancerígenas, normalmente a causa de una desregulación transcripcional (231, 
374, 375), esta quinasa ha emergido en la última década como una diana para el 
tratamiento anticancerígeno, y se han desarrollado múltiples inhibidores de su 
actividad quinasa (236). En la actualidad, la mayoría de estos inhibidores han sido 
diseñados para competir con la unión del ATP a la quinasa. Entre ellos, se 
encuentran hesperadin, ZM447439 y AZD1152 (220, 244). Aunque presentan una 
elevada especificidad y al igual que otros inhibidores de otras quinasas también 
análogos del ATP, estos compuestos pueden interferir con la actividad de otras 
quinasas (244, 376). Por otro lado, es relativamente frecuente la aparición de 
mutantes de Aurora B resistentes a estos inhibidores (377, 378), por lo que la 
utilidad y eficacia de estos compuestos es limitada. Recientemente, se están 
explorando estrategias alternativas para el desarrollo de inhibidores de Aurora B 
más eficaces. Como se ha comentado, la interacción entre Aurora B e INCENP es 
esencial para la activación y localización de la quinasa (379). Este hecho, unido a 
que INCENP también se encuentra sobreexpresado en tumores (269, 380), hace 
que la disrupción de dicha interacción esté emergiendo como una posible diana 
terapéutica en el tratamiento del cáncer (381, 382), resaltando la importancia de 
nuestras investigaciones. 
De manera similar a lo observado en S. cerevisiae, el incremento de actividad 
Aurora quinasa B en eucariotas superiores se relaciona con la generación de 
aneuploidías y el aumento de la inestabilidad genómica (231, 262, 343, 365, 370, 
383). En células RPE1, el incremento simultáneo de los niveles de expresión de 
Aurora B e INCENP conlleva un aumento sinergístico de la inestabilidad genómica, 
que provoca, en última instancia, letalidad celular. Mientras que la sobreexpresión 
de Ipl1 y Sli15 en células de levadura conduce a un bloqueo en la transición 
metafase-anafase, nuestros resultados sugieren que en células RPE1 se 
desencadena un proceso apoptótico sin bloqueo mitótico. Nuestros datos indican 
que dichas células presentan una elevada tasa de proliferación en las primeras 




células mueren posteriormente por apoptosis. Si bien no se ha documentado 
ninguna actividad oncogénica de Aurora B, la expresión aberrante de las quinasas 
Aurora se ha demostrado que afecta a los genes supresores de tumores dando 
lugar, en consecuencia, a una mayor agresividad (244, 384). En este sentido, existen 
datos en la bibliografía que sugieren que Aurora B e INCENP participan en la 
transformación celular mediada por la forma oncogénica de la proteína Ras (384). 
Adicionalmente, el incremento de expresión de Aurora B en células embrionarias 
de hámster defectivas en p53 induce niveles elevados de histona H3 fosforilada en 
la serina 10 y causa defectos en segregación cromosómica y en citocinesis (262). La 
progenie de estas células es aneuploide y forma tumores in vivo (262). Sin 
embargo, la sobreexpresión de Aurora B en células silvestres para p53 no permite 
la generación de una línea estable de células embrionarias de hámster con niveles 
elevados de expresión de Aurora B(262). En relación con este hecho, se ha sugerido 
que la sobreexpresión constitutiva y elevada de Aurora B puede inducir muerte 
celular, posiblemente por fallos mitóticos e inestabilidad cromosómica (231, 365). 
En consecuencia, durante el desarrollo tumoral, la sobreexpresión de Aurora B 
puede ser posterior a la pérdida de función de p53 en una secuencia de pasos 
múltiples hasta la inducción de carcinogénesis. 
Actualmente, estamos optimizando nuestro modelo de sobreexpresión de Aurora B 
e INCENP en líneas celulares humanas, ya que, aunque el aumento de los niveles de 
expresión de estas proteínas mediante el uso de plásmidos lentivirales nos 
posibilita estudiar los efectos del incremento de actividad Aurora quinasa B, 
provoca una alta tasa de letalidad celular. Así, y con el fin de poder llevar a cabo un 
estudio más detallado de las consecuencias de la elevación de los niveles de 
expresión de Aurora B e INCENP, hemos generado líneas celulares RPE1 estables 
(385) que nos permiten la regulación de la expresión de Aurora B e INCENP 
mediante la adición de tetraciclina al medio de cultivo. Esto nos facilitará en un 
futuro el control de forma más rigurosa de los niveles de expresión de ambos 
genes. En este sentido, será de enorme interés analizar si un incremento menor en 




inestabilidad genómica y de la proliferación celular o si, como se ha comentado con 
anterioridad y también se ha sugerido por otros autores, es necesaria la disfunción 
adicional de p53 para promover el crecimiento tumoral. 
En conjunto, nuestros resultados ponen de manifiesto la importancia de la 
regulación de la expresión tanto de Aurora B como de INCENP, ya que los defectos 
de su sobreexpresión son aditivos. Estos datos son de gran importancia puesto que, 
como se ha sugerido previamente (364), la expresión incrementada de INCENP 
podría ser requerida, junto a la sobreexpresión de Aurora B, para favorecer el 
proceso tumorogénico en ciertos tipos celulares. Adicionalmente, nuestra 
investigación puede ayudar en un futuro a entender cómo la sobreexpresión de 
proteínas del CPC promueve la aneuploidía y el cáncer, una pregunta que aún no se 
ha respondido y que constituye una de las razones principales por las que el 
estudio de dicho complejo es una de las áreas más dinámicas y de mayor interés en 






1. En células de Saccharomyces cerevisiae, la eficiente resolución de las 
uniones microtúbulo-cinetocoro por Ipl1 durante las etapas iniciales del 
ensamblaje del huso determina que, mientras que la actividad Ipl1 es 
esencial para la viabilidad de estas células, el SAC sea un mecanismo de 
salvaguardia que sólo es necesario en situaciones en las que se ve 
dificultada la unión de los cromosomas al huso. 
 
2. La sobreexpresión simultánea de Ipl1 y Sli15 en S. cerevisiae provoca un 
incremento de la actividad quinasa Ipl1 que conduce a letalidad celular. 
 
3. La sobreexpresión de Ipl1 y Sli15 provoca graves defectos de segregación 
cromosómica. El incremento de expresión de Ipl1 y Sli15 produce una 
acumulación de estas proteínas en el centrómero y una actividad 
incrementada de la quinasa Ipl1 en dicha estructura que determina la 
desestabilización constitutiva de uniones microtúbulo-cinetocoro, incluso 
cuando estas ocurren de manera anfitélica. 
 
4. El incremento de actividad quinasa Ipl1 en S. cerevisiae conduce a la 
activación constitutiva del SAC y, en consecuencia, a un bloqueo del ciclo 
celular que impide la salida de mitosis y la citocinesis. 
 
5. La sobreexpresión de Ipl1 y Sli15 provoca inestabilidad en la zona media del 
huso mitótico, que se asocia a una alteración de la función de Ase1. 
 
6. La simple duplicación de los genes IPL1 y SLI15 en S. cerevisiae provoca un 
incremento en la inestabilidad genómica que pone de manifiesto la 






7. La expresión incrementada de Aurora B e INCENP provoca un aumento 
sinergístico de la actividad quinasa de Aurora B e incrementa la estabilidad 
de INCENP en células RPE1 de epitelio pigmentario de la retina humana. 
 
8. El incremento simultáneo de la expresión de Aurora B e INCENP en células 
RPE1 causa defectos aditivos de inestabilidad genómica y segregación 
cromosómica, pero no conduce a un bloqueo evidente del ciclo celular. 
 
9. El incremento conjunto de expresión de Aurora B e INCENP en células RPE1 
provoca estabilización de p53 y letalidad celular posiblemente asociada a 









6.1 Organismos modelo 
6.1.1 Estirpes de Escherichia coli 
Las cepas bacterianas usadas para la transformación y la propagación de plásmidos 
derivan de Escherichia coli DH5-α (f-endA1 gyrA96 hsdR17 ΔlacU169 f80lacZΔM15 
recA1 relA1 supE44 thi1). 
 
6.1.2 Estirpes de Saccharomyces cerevisiae 
Las estirpes de levadura empleadas en esta Tesis Doctoral derivan del fondo 
genético W303 (ade2-1 can1-100 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1), y se recogen 
en la Tabla 1. 
 
6.1.3 Líneas celulares de humanos 
Las líneas celulares usadas en esta Tesis Doctoral han sido: 
 293T (HEK 293T): Línea celular procedente de riñón embrionario humano e 
inmortalizada mediante adenovirus, en la que se introdujo el gen que codifica 
el antígeno SV40T. El cariotipo es complejo y se describe como hipotriploide, 
ya que la mayoría de las células contienen casi tres copias del número de 
cromosomas haploide de una célula humana. Esta línea se cultiva y se 
transfecta con facilidad, usándose habitualmente para producir lentivirus. 
 RPE1 (RPE1-hTERT): Línea celular procedente de epitelio pigmentario de 




cariotipo es estable y el 90% de las células analizadas contiene 46 
cromosomas. 
 
6.2 Reactivos químicos 
6.2.1 Antibióticos y otros reactivos para medios selectivos 
 Ampicilina (Sigma): antibiótico β-lactámico que impide la síntesis de la 
pared celular de bacterias durante la división celular. Se utilizó a una 
concentración de 100 µg/ml para seleccionar cepas de E. coli resistentes a 
este antibiótico. 
 FOA (ácido 5-fluorótico; Sigma): compuesto que permite la selección de 
colonias de levaduras auxótrofas para uracilo. Las células de S. cerevisiae 
capaces de metabolizar el uracilo convierten el FOA en un intermediario 
tóxico que causa su muerte. Se usó a una concentración de 500 µg/ml. 
 G418 (Geneticina, Phytotechnology Laboratories): antibiótico aminoglicósido 
inhibidor de la síntesis de proteínas. Se utilizó a 250 µg/ml para la selección 
de cepas de S. cerevisiae resistentes a este antibiótico. 
 Nourseotricina (Werner BioAgents): antibiótico aminoglicósido procedente 
de Streptomyces noursei. Se usó a 100 µg/ml para la selección de estirpes de S. 
cerevisiae resistentes a este antibiótico. 
 
6.2.2 Reactivos para el estudio del ciclo celular 
 3MB-PP1 (análogo PP1 III; Calbiochem): análogo del ATP. Se usó a una 
concentración de 50 µM (a partir de una solución stock preparada en DMSO a 




 Calcoflúor (Sigma): fluorocromo que interacciona con los polímeros de 
quitina y celulosa. Se usó a una concentración de 1 mg/ml (a partir de una 
solución stock preparada en agua a 10 mg/ml). 
 Factor alfa (Sigma): feromona secretada por las cepas de sexo MATα de S. 
cerevisiae y esencial para la conjugación sexual. Se usó a una concentración 
de 5 µg/ml (a partir de una solución stock preparada en DMSO a 5 mg/ml) 
para bloquear las células MATa de S. cerevisiae en fase G1. 
 HU (hidroxiurea; US Biological): inhibidor de la ribonucleótido reductasa. Se 
usó a una concentración de 200 mM para bloquear la replicación en células 
de S. cerevisiae. 
 IAA (ácido 3 indol-acético; Sigma):auxina natural. Se usó a una concentración 
de 500 µM (en etanol) para inhibir la expresión del alelo CDC20-AID. 
 Ioduro de propidio (Sigma): agente intercalante de ADN. Se usó a partir de 
una solución stock preparada en agua a 1 mg/ml. 
 
6.2.3 Reactivos empleados para la extracción de proteínas 
 Cóctel completo inhibidor de proteasas (Roche): cóctel compuesto de 
inhibidores de proteasas de serina, cisteína y un amplio rango de 
metaloproteasas. 
 DTT (ditiotreitol; Sigma): compuesto reductor de puentes disulfuro de 
proteínas que poseen grupos sulfhidrilos libres. 
 PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo; Sigma): inhibidor de proteasas de 
serina y cisteína. 
 
6.3 Enzimas 
 DNasa I (Roche): endonucleasa de ADN de cadena sencilla, ADN de cadena 




 Enzimas de restricción (Takara/NEB): endonucleasas de ADN bicatenario, 
especificas de secuencia. 
 Fosfatasa alcalina de ADN (Roche): glicoproteína dimérica de intestino 
bovino empleada para eliminar los grupos fosfato de los extremos 5’ del ADN 
bicatenario. 
 Fosfatasa alcalina de proteínas (Sigma): glicoproteína dimérica de intestino 
bovino empleada para eliminar los grupos fosfato de un amplio rango de 
proteínas. 
 Glusulasa (PerkinElmer): mezcla de enzimas de Helix pomatia con capacidad 
de digerir la pared celular de S. cerevisiae. 
 Ligasa de ADN del fago T4 (Roche): enzima encargada de catalizar la unión 
covalente de extremos lineales de ADN bicatenario. 
 Liticasa (Sigma): enzima procedente de Artrobacter luteus que posee 
actividad endoglucanasa y proteasa con capacidad de digerir la pared celular 
de S. cerevisiae.  
 MMLV (Promega): transcriptasa inversa del virus de la leucemia de ratón de 
Moloney. Se usó para generar ADNc a partir de una muestra de ARN 
purificada. 
 Polimerasas termoestables de ADN: 
- GoTaq (Promega): ADN polimerasa usada principalmente para 
realizar PCRs de comprobación. 
- ExTaq (Takara): ADN polimerasa de alta fidelidad y alta procesividad 
capaz de amplificar fragmentos incluso de 20 kb. Debido a sus 
características, se usó principalmente para la obtención de fragmentos 
lineales para ser integrados en el ADN genómico de la levadura. 
- Velocity (Bioline): ADN polimerasa de amplificación rápida, alta 
fidelidad y alta procesividad capaz de amplificar fragmentos de más de 
5 kb y con regiones ricas en GC. Debido a sus características, se usó 
principalmente para la clonación de fragmentos. 





 Tripsina (Sigma): proteasa de serina usada para eliminar las uniones de las 
células adherentes al sustrato mediante la proteólisis de la matriz 
extracelular. 
 Zimoliasa 20T y 100T (US Biological): mezcla de enzimas de A. luteus con 
capacidad para digerir la pared celular de S. cerevisiae. La zimoliasa 20T tiene 
una actividad lítica de 20000 U/g y la zimoliasa 100T de 100000 U/g. Ambas 
se prepararon a una concentración de 10 mg/ml en sorbitol 1 M. 
 
6.4 Tampones y soluciones 
 Agua-DEPC: agua destilada tratada con dietil pirocarbonato (DEPC) al 0,1%, 
un inhibidor irreversible de ribonucleasas. 
 Tampón fosfato potásico (KPi) 0,1 M (pH = 6,4): K2HPO4 2,78 mM, KH2PO4 
7,22 mM. 
 Tampón KPi 0,1 M (pH = 6,6): K2HPO4 3,81 mM, KH2PO4 6,19 mM. 
 Tampón KPi 1 M (pH = 7,4): K2HPO4 8,02 mM, KH2PO4 1,98 mM. 
 Medio de montaje con DAPI: 100 mg p-fenilendiamina, 400 μl K2HPO4 1 M, 
100 μl KH2PO4 1 M, 1,5 ml NaCl 1 M, 1 ml NaN3 10% (p/v), 8 ml agua miliQ, 
90 ml de glicerol. Ajustar a pH = 8. Añadir DAPI a una concentración final de 
0,05 μg/ml.  
 PBS-BSA: BSA 10 g/l, K2HPO4 40 mM, KH2PO4 10 mM, NaCl 150 mM, NaN3 
0,1% (p/v). 
 PBS10X: NaCl 8,19% (p/v), KCl 0,2% (p/v), Na2HPO4 1,42% (p/v), KH2PO4 
0,245% (p/v). 
 PBS-T: Tween-20 0,1% (v/v) en PBS1X. 
 Photoflo: photoflo (Kodak) 0,4% (v/v) preparado en agua destilada. 
 Polibrene: bromuro de hexadimetrino (Sigma) 10 g/l. Preparar en agua 
miliQ. 




 Solución I miniprep: Tris (tris(hidroximetil)aminometano) 25 mM, glucosa 
50 mM, EDTA 10 mM (pH = 8).  
 Solución II miniprep: NaOH 200 mM, SDS 1% (p/v). 
 Solución III miniprep: acetato potásico 25% (p/v). Ajustar a pH = 4,8. 
 Solución de permeabilización: tritón 0,2% (v/v) en PBS 1X. 
 Sorbitol-KAc: acetato potásico 2% (p/v), sorbitol 1M. Ajustar a pH = 7. 
 Sorbitol-Citrato 1,2M: K2HPO4 17,418 g/l, ácido cítrico 7 g/l, sorbitol 218,64 
g/l.Tampón SDS 3X: Tris-HCl 187,5 mM (pH = 6,8), β-mercaptoetanol 6% 
(v/v), 15 ml glicerol, SDS 9% (p/v), azul de bromofenol 50 g/l. 
 Tampón Laemli 5X: 30 ml Tris-HCl 1 M (pH = 6,8),10 g SDS, 50 ml glicerol, 
20 ml β-mercaptoetanol 5% (v/v), 250 mg azul de bromofenol. 
 Tampón de bloqueo de preparaciones cromosómicas: gelatina (Sigma) 
0,2% (p/v), BSA0,5% (p/v). Prepararen PBS 1X. 
 Tampón de rotura de ADN: Tritón 2% (v/v), SDS 1% (p/v), NaCl 0,1 M, Tris-
HCl 10 mM (pH = 8), EDTA 1 mM (pH = 8). 
 Tampón TE: Tris-HCl 50 mM (pH = 7,5), EDTA 1mM (pH = 8). 
 Tampón de rotura de proteínas: 966,25 μl TE1X, 2,75 μl DTT 1M, 11 μl 
PMSF 100 mM, 20 μl cóctel de inhibidores de proteasas. 
 Tampón de electroforesis de proteínas 5X: Tris 15 g/l, glicina 72 g/l, SDS 
0,5% (v/v). 
 Tampón de transferencia de proteínas 5X: Tris 15 g/l, glicina 72g/l, SDS 
0,1% (v/v).  
 Tampón HBS 2X: Hepes 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM (pH = 8), Tween-
20 0,005% (v/v). 
 Tampón MES-Sorbitol: sorbitol 1 M, MES 0,1M, EDTA 1 mM (pH = 8), MgCl2 
0,5 mM. Ajustar a pH = 6,4. 
 Tampón MES: MES 0,1 M, EDTA 1 mM (pH = 8), MgCl2 0,5 mM. Ajustar a pH = 
6,4. 
 Tampón para Fosfatasa Alcalina de proteínas: Tris 50 mM, MgCl2 1 mM. 
Ajustar a pH = 9. 




 Tampón TES: 5 ml Tris-HCl 1 M (pH = 7,5), 10 ml EDTA 0,5 M (pH = 8), 12,5 
ml SDS 20 % (p/v), 472,5 ml agua-DEPC. 
 TBS 10X: NaCl 8% (p/v), KCl 0,2% (p/v), Tris 3% (p/v), pH = 7,4. 
 TBS-T: Tween-20 0,1% (v/v) en TBS1X. 
 TRAFO: 240 µl PEG 50%, 36 µl acetato de litio 1 M, 10 µl esperma de salmón 
2 mg/ml, X µl de ADN (donde X es la cantidad de ADN seleccionada para la 
transformación), 74-X µl H2Opor reacción de transformación de S. cerevisiae.  
 
6.5 Medios de cultivo 
6.5.1 Medios de cultivo para Escherichia coli 
 Medio rico LB (Luria-Bertani): LB-Broth Lennox (Formedium)1% (p/v). 
 
6.5.2 Medios de cultivo para Saccharomyces cerevisiae 
 Medio YPA: extracto de levadura 1% (p/v), peptona bacteriológica 2% (p/v), 
adenina 20 mg/ml. 
 Medio rico YPAD: Medio YPA con glucosa 2% (p/v). 
 Medio rico YPA-Gal: Medio YPA con galactosa 2% (p/v). 
 Medio rico YPA-Raf: Medio YPA con rafinosa 2% (p/v). 
 Medio rico YPA-Raf/Gal: Medio YPA-Raf con galactosa 2% (p/v). 
 Mezcla de requerimientos: mezcla de los requerimientos y potenciadores 
del crecimiento sólidos en las siguientes proporciones: alanina 1X, arginina 
1X, asparragina 1X, ácido aspártico 1X, cisteína 1X, glutamina 1X, ácido 
glutámico 1X, glicina 1X, inositol 1X, isoleucina 1X, lisina 1X, fenilalanina 1X, 
prolina 1X, serina 1X, treonina 1X, tirosina 1X, valina 1X, adenina 0,25X.  




requerimientos 0,13% (p/v), triptófano 0,002% (p/v), histidina 0,002% 
(p/v), leucina 0,012% (p/v), metionina 0,002% (p/v), uracilo 0,002% (p/v). 
 Medio mínimo SD: Medio S con glucosa 2% (p/v). 
 Medio mínimo S-Gal: Medio S con galactosa 2% (p/v). 
 Medio mínimo S-Raf: Medio S con rafinosa 2% (p/v). 
 Medio mínimo S-Raf/Gal: Medio S-Raf con galactosa 2% (p/v). 
 Medio mínimo SD-MET: YNB0,67% (p/v), mezcla de requerimientos 0,13% 
(p/v), glucosa 2% (p/v), triptófano 0,002% (p/v), histidina 0,002% (p/v), 
leucina 0,012% (p/v), uracilo 0,002% (p/v). 
 Medio mínimo S-Raf-MET: YNB 0,67% (p/v), rafinosa 2% (p/v), mezcla de 
requerimientos 0,13% (p/v), triptófano 0,002% (p/v), histidina 0,002% 
(p/v), leucina 0,012% (p/v), uracilo 0,002% (p/v). 
 Medio mínimo S-Raf/Gal-MET: Medio S-Raf-MET con galactosa 2% (p/v). 
 Medio S-Raf-LEU: YNB 0,67%, mezcla de requerimientos 0,13% (p/v), 
rafinosa 2% (p/v), triptófano 0,002% (p/v), histidina 0,002% (p/v), 
metionina 0,002% (p/v), uracilo 0,002% (p/v). 
 Medio S-Raf/Gal-LEU: Medio S-Raf-LEU con galactosa 2% (p/v). 
 Medio de esporulación: acetato potásico 1% (p/v), extracto de levadura 
0,1% (p/v), glucosa 0,05% (p/v), mezcla de requerimientos 0,03% (p/v), 
triptófano 0,0005% (p/v), histidina 0,0005% (p/v), leucina 0,003% (p/v), 
metionina 0,0005% (p/v), uracilo 0,0005% (p/v). 
 
6.5.3 Medios de cultivo para líneas celulares 
 Medio completo: DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium; Sigma) 
suplementado con suero fetal bovino 10% (v/v), L-Glutamina 2 mM, 
penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 µg/ml. 





7.1 Conservación de estirpes, cepas bacterianas y líneas celulares 
7.1.1 Escherichia coli 
Para su conservación, las cepas bacterianas se crecían durante toda la noche en 
medio LB líquido con antibiótico. Al día siguiente, se congelaban en glicerol al 20% 
en viales a -80°C. 
 
7.1.2 Saccharomyces cerevisiae 
Para su conservación, las estirpes de levadura se guardaban a partir de biomasa 
crecida en placa. Las células se resuspendían en glicerol al 20% y se conservaban a-
80°C. 
 
7.1.3 Líneas celulares 
Para su conservación, las líneas celulares se congelaban a una concentración de 106 
células/ml en DMSO al 10% a -80°C en un baño de isopropanol. Tras una semana a-
80°C, los viales se pasaban a tanques de nitrógeno líquido, donde se conservaban 






7.2 Extracción de ácidos nucleicos 
7.2.1 Extracción de ADN plasmídico de Escherichia coli (miniprep) 
Para la extracción de ADN plasmídico de bacterias se usó un método basado en la 
lisis alcalina. En concreto, se inoculaba una colonia de E. coli en 3 ml de medio LB 
con antibiótico durante toda la noche a 37°C. Posteriormente, se recogía el cultivo 
mediante centrifugación y las células se resuspendían en 100 µl de Solución I fría, 
tras lo cual se añadían 200 µl de Solución II preparada en el momento, invirtiendo 
el tubo varias veces para provocar la lisis celular. A continuación, se adicionaban 
150 µl de Solución III, se repetía de nuevo la mezcla por inversión y se incubaba 
durante 5 minutos en hielo. Pasado este tiempo, la muestra se centrifugaba 15 
minutos a 13000 rpm y a 4°C, y el sobrenadante se transfería a un tubo con etanol 
absoluto (Emsure) frío para precipitar el ADN durante aproximadamente 2 horas a 
-20°C. Tras la precipitación, la muestra se centrifugaba de nuevo 15 minutos a 
13000 rpm y a 4°C. El pellet se dejaba secar en una campana de extracción y, una 
vez seco, se resuspendía en agua miliQ y se conservaba a -20°C. 
 
7.2.2 Extracción de ADN genómico de Saccharomyces cerevisiae 
Para la extracción de ADN genómico de levadura, se disolvía biomasa de la estirpe 
de interés en 500 µl de TE 1X y se recogían las células por centrifugación. El pellet 
obtenido se trataba con 250 µl de fenol-cloroformo (Sigma), 250 µl de tampón de 
extracción de ADN y aproximadamente el mismo volumen de bolas de vidrio 
(Sigma). La muestra se agitaba con un vórtex a máxima velocidad durante 15 
minutos y a 4°C, y a continuación se centrifugaba otros 15 minutos a 13000 rpm 
para separar la fase acuosa de la fase fenólica. La fase acuosa se pasaba a un tubo 
con 1 ml de etanol absoluto frío y se incubaba a -20°C durante al menos 2 horas. 




4°C. El pellet se dejaba secar en una campana de extracción y, una vez seco, se 
resuspendía en agua miliQ y se conservaba a -20°C. 
 
7.2.3 Extracción de ARN de Saccharomyces cerevisiae 
Para la extracción de ARN de levadura, se partía de un cultivo de 5 ml crecido 
durante toda la noche, que se diluía hasta D.O.600nm = 0,2 en 10 ml de medio. Una 
vez que el cultivo diluido alcanzaba una D.O.600nm ≃ 1, las células se recogían 
mediante centrifugación a 3000 rpm durante 5 minutos y se resuspendían en 1 ml 
de agua fría. A continuación, las células se transferían a un tubo nuevo y se 
centrifugaban 10 segundos a 13000 rpm y a 4°C. El pellet obtenido se resuspendía 
en 400 μl de tampón TES y se añadían 400 μl de fenol-ácido (Sigma). La muestra se 
agitaba con el vórtex durante 10 segundos a máxima velocidad y, posteriormente, 
se incubaba durante 45 minutos a 65°C, agitando suavemente cada 15 minutos 
para evitar la decantación. Pasado este tiempo, la muestra se incubaba en hielo 
durante 5 minutos, tras lo cual se centrifugaba 5 minutos a 13000 rpm y a 4°C. La 
fase acuosa obtenida se transfería a un tubo nuevo, se añadían 400 μl de fenol 
ácido y se agitaba vigorosamente. A continuación, se repetía la operación: la 
muestra se dejaba en hielo durante 5 minutos y se volvía a centrifugar. El 
sobrenadante se pasaba a un tubo nuevo, se añadían 400 μl de cloroformo (Sigma) 
y la mezcla se agitaba en el vórtex a máxima velocidad durante 10 segundos. Tras 
la agitación, la muestra se centrifugaba 5 minutos a 13000 rpm y a 4°C. Se tomaban 
300 µl de la fase acuosa y se añadían 30 µl de acetato potásico 3 M y 1 ml de etanol 
absoluto frío. Para precipitar el ARN, la muestra se incubaba a -20°C durante al 
menos 30 minutos. Tras la precipitación, se centrifugaba 5 minutos a 13000 rpm y 
a 4°C y el pellet obtenido se lavaba con etanol al 70% frío. Para eliminar el etanol, la 
muestra se centrifugaba de nuevo y el pellet se dejaba secar en una campana de 
extracción. Una vez seco, se resuspendía en 50 µl de agua-DEPC y se calentaba 
durante 15 minutos a 65°C. Por último, para comprobar la calidad del ARN 




cuantificaba la concentración de ARN obtenida con ayuda de un espectofotómetro 
para micro-volúmenes de muestra (NanoDrop 1000, Thermo). 
 
7.3 Transformación de Escherichia coli 
Para la transformación de plásmidos en bacterias, se mezclaban 100 µl de bacterias 
quimiocompetentes con el ADN de interés y se incubaban en hielo durante 30 
minutos. Posteriormente, se aplicaba un choque térmico durante 45 segundos a 
42°C y las bacterias se incubaban 5 minutos en hielo. A continuación, se añadía 1 
ml de medio LB y la mezcla se incubaba a 37°C durante 45 minutos en rotación 
suave. Por último, las bacterias se recogían por centrifugación y se sembraban en 
placas con el medio adecuado. 
 
7.4 Obtención de cepas de Saccharomyces cerevisiae 
7.4.1 Generación de estirpes mediante cruces genéticos 
Para la generación de estirpes mediante cruces genéticos se mezclaba biomasa de 
las estirpes parentales en placas que permitían el crecimiento de las mismas, y la 
mezcla se incubaba durante toda la noche a temperatura permisiva para los dos 
parentales. Pasado este tiempo, se tomaba biomasa de esta mezcla, se sembraba en 
forma de zig-zag en placas apropiadas para la selección de diploides y se incubaba 
a la temperatura adecuada hasta la aparición de colonias. Las células de las 
colonias de diploides se sembraban en forma de parches en placas que permitían el 
crecimiento de ambos parentales. Tras dejarlos crecer 24 horas a temperatura 
permisiva, las placas con los parches de diploides se replicaban en placas con 
medio de esporulación y se incubaban a 26°C hasta comprobar al microscopio 




20T a 1 mg/ml durante 7 minutos con el objetivo de digerir el asca que mantiene 
unidas a las esporas y, posteriormente, se diseccionaban usando un 
micromanipulador (Singer SMS system 200). El genotipo de las esporas se 
analizaba mediante réplicas en los distintos medios selectivos, y el sexo se 
determinaba según la capacidad de las esporas de formar diploides con cepas 




Para la transformación de plásmidos o fragmentos lineales de ADN en levaduras, se 
partía de un cultivo en fase exponencial. Las células se recogían por centrifugación 
a 3000 rpm durante 5 minutos y se lavaban con agua miliQ. Una vez lavadas, se 
resuspendían en acetato de litio 0,1 M y se centrifugaban de nuevo 2 minutos a 
3000 rpm. Posteriormente, las células se resuspendían en 360 µl de solución 
TRAFO preparada en el momento, y se incubaban en rotación 30 minutos a 30°C. 
Pasado este tiempo, las células se sometían a un choque térmico a 42°C durante 15 
minutos. Por último, se recogían mediante centrifugación a 3000 rpm durante 2 
minutos y se sembraban en los medios selectivos pertinentes. En el caso de que el 
marcador de selección fuese la resistencia a una determinada droga o antibiótico, 
el resultado de la transformación se sembraba en placas de medio no selectivo y, al 
día siguiente, se replicaban en medio selectivo. 
 
7.4.3 Deleción y etiquetado de genes 
La deleción y el etiquetado de genes en cepas de S. cerevisiae se llevó a cabo 
mediante el método descrito en Longtine et al., 1998 (386). Esta estrategia se basa 




y/o el epítopo específico, al que se añaden extremos de homología a la región del 
ADN de interés. Estas regiones de homología permiten la integración en el genoma 
de la levadura del fragmento amplificado mediante recombinación homóloga. La 
comprobación del etiquetado y la deleción de genes se realizó mediante PCR 
convencional usando cebadores externos a la zona reemplazada o etiquetada. El 
etiquetado de las proteínas también se comprobó mediante análisis Western. 
 
7.4.4 Construcción del alelo condicional pMET3-Ub-DHFR-IPL1 
Para la generación del alelo condicional pMET3-Ub-DHFR-IPL1, en primer lugar, se 
clonó en un plásmido el promotor del gen MET3 (pMET3) seguido de un módulo 
degrón Ub-DHFR (261), que induce la degradación de la proteína marcada a 37°C. 
Siguiendo la misma estrategia explicada en el apartado 7.4.3., se reemplazó el 
promotor de IPL1 por el casete pMET3-Ub-DHFR. La sustitución del promotor de 
IPL1 por el casete pMET3-Ub-DHFR se comprobó mediante PCR convencional. 
 
7.4.5 Construcción de los mutantes de sobreexpresión 
Los genes IPL1, SLI15, BIR1, ASE1 y GLC7 se amplificaron mediante PCR desde ADN 
genómico de la estirpe silvestre W303 (F496) y se clonaron bajo el control del 
promotor pGAL1-10 (amplificado de la misma estirpe silvestre) en plásmidos 
integrativos de la serie de plásmidos pRS (387). Tras verificar la secuencia, estos 
plásmidos se integraron en el ADN de la levadura en el locus de los genes URA3, 
TRP1 ó HIS3, según el marcador de selección que portaba cada plásmido, de forma 
que las estirpes resultantes mantuviesen intacto los loci originales de los genes 
clonados. En el caso de la construcción de pGAL-AURK-B, el ADNc de AURK-B se 




7.4.6 Construcción de los alelos ipl1-as5 y ipl1-D227A 
Para la obtención de un mutante de Ipl1 sensible al análogo del ATP 3MB-PP1, se 
clonó el alelo ipl1-as5 de la estirpe SBY5456 (254), incluyendo el promotor y el 
terminador de la transcripción, en el plásmido pRS303 (387). Esta construcción se 
integró en el promotor endógeno de IPL1 en una estirpe en la que previamente se 
había delecionado este gen, y que se mantenía viva expresando Ipl1 desde un 
plásmido centromérico cuyo marcador de selección era el gen URA3. Los 
transformantes que habían integrado el plásmido con la versión mutada de Ipl1 se 
sembraron posteriormente en placas de FOA para perder el plásmido centromérico 
con el alelo silvestre de IPL1. 
Para la obtención del alelo de Ipl1 que no posee actividad quinasa, ipl1-D227A 
(266), empleamos una estrategia basada en PCRs solapantes que se describe en la 
Figura M1. 
Figura M1. Esquema de la PCR solapante llevada a cabo para la obtención del alelo ipl1-
D227A. En primer lugar, se llevaron a cabo las PCRs I y II para obtener dos fragmentos que solapan 
en la región en la que se encuentra el nucleótido que queremos sustituir (“∗”). Para la PCR I, se 
usaron los cebadores prF294 (IPL1-cloning-fwd) y prF532 (IPL1-kinase-dead-rvs) y para la PCR II 
los cebadores prF533 (IPL1-kinase-dead-fwd) y prF274 (IPL1-cloning-rvs2). Tanto el cebador 
prF532 como el prF533 son mutagénicos: tienen un nucleótido cambiado con respecto a la 
secuencia del gen original. A continuación, se mezclaron los productos de amplificación obtenidos 
de las PCRs I y II. La mezcla de ambos productos constituía el molde para la PCR III, sobre el que se 




















7.4.7 Construcción del alelo CDC20-AID 
Para la construcción del alelo condicional CDC20-AID, se usó la estrategia descrita 
en Nishimura et al. (388). En resumen, se amplificó un casete que contenía el 
módulo AID (“auxin inducible degron”) seguido de un marcador de selección desde 
el plásmido pMK43 (388). Los cebadores usados para la amplificación de este 
fragmento incluyen extremos de homología para su integración en el genoma de la 
levadura en el extremo C-terminal de CDC20. Posteriormente, el producto de 
amplificación se transformó la estirpe YNK54 (388). Dicha estirpe expresa el 
regulador OsTIR1 que, en presencia de auxina, desencadena la proteólisis de las 
proteínas fusionadas a AID. 
 
7.5 Cultivo y modificación de líneas celulares 
7.5.1 Subcultivo de líneas celulares adherentes 
Para el subcultivo de líneas celulares adherentes, se lavaba con PBS 1X la placa de 
cultivo con células. A continuación, se añadía un volumen de tripsina 
correspondiente a 1/10 del volumen de medio en el que se habían cultivado las 
células. La tripsinización se llevaba a cabo a 37°C durante 5 minutos (o hasta que 
todas las células de la placa estuvieran en suspensión). Con el fin de neutralizar la 
tripsina, se añadía el volumen que restaba de medio, se recogía todo en un tubo y 
se calculaba el número de células obtenidas haciendo uso de una cámara de 
Neubauer. A continuación, las células se centrifugaban 5 minutos a 1500 rpm y el 
pellet se resuspendía en medio completo fresco. Por último, se sembraba el número 






Las líneas celulares se transfectaban usando el agente de transfección GeneJuice 
(MerckMillipore) a una proporción de 3 µl por µg de plásmido transfectado, y 
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. 
 
7.5.3 Producción de lentivirus 
Para la producción de lentivirus, se sembraban 2,7 millones de células 293T en 
placas de 10 cm y se cultivaban durante toda la noche. Tras 24 horas, se 
transfectaban las células con 15 μg del vector de interés y 10 μg y 5 μg de los 
vectores que codifican los genes de la cápsida (p8.91) y los de la envuelta (pVSVG) 
de los lentivirus, respectivamente. La transfección de estos plásmidos se llevaba a 
cabo con fosfato cálcico. Para ello, los vectores se mezclaban con 64 μl de CaCl22M 
y se completaba con agua miliQ hasta un volumen final de 500 µl. Sobre este 
volumen se añadían 500 μl de HBS 2X gota a gota mientras la mezcla se 
burbujeaba. Posteriormente, se incubaba 30 minutos a temperatura ambiente y, 
pasado este tiempo, se añadía todo el volumen lentamente sobre las células de la 
placa y se incubaban durante toda la noche a 37°C. Al día siguiente, se eliminaba el 
medio de cultivo y se lavaba la placa con las células con PBS 1X. A continuación, se 
añadían 8 ml de medio de completo y las células se dejaban en cultivo durante 48 
horas. Finalmente, se tomaba el medio (en el que ya debían de estar los virus) con 
una jeringa y se filtraba, vertiendo el volumen recogido en tubos de ultracentrífuga. 
Los tubos se centrifugaban 1,5 horas a 22000 rpm. El pellet obtenido se 
resuspendía en 500 μl de medio completo frío y se alicuotaba en criotubos para su 





7.5.4 Titulación de lentivirus 
Para la titulación de los lentivirus producidos, se sembraban cuatro pocillos con 
25000 células 293T por cada tipo de virus en placas de 12 pocillos, y se dejaban en 
cultivo. Al día siguiente, se retiraba el medio de cada pocillo y se añadían 300 μl de 
medio completo con polibrene y con 0, 5, 10 ó 20 μl de una dilución 1/10 de virus, 
tras lo cual las células se dejaban en cultivo durante 72 horas a 37°C. Pasado este 
tiempo, las células se recogían mediante tripsinización y se centrifugaban 5 
minutos a 1500 rpm. El pellet obtenido se resuspendía en 500 μl de PBS 1X, y una 
vez resuspendido se analizaba el porcentaje de células GFP positivas con respecto 
al total mediante citometría de flujo. Las células positivas para GFP correspondían 
a aquellas que habían sido infectadas como mínimo por una partícula vírica. 
 
7.5.5 Infección con lentivirus 
Para infectar las células con lentivirus, en primer lugar, seleccionamos la 
multiplicidad de infección (MOI), es decir, cuántas partículas víricas añadimos por 
célula. Por ejemplo, si las células se infectan con MOI = 2, se adicionan dos 
partículas víricas por célula. Los virus se añadían a las células en un volumen de 
medio completo con polibrene equivalente al 30% del volumen final usado por 
cada tipo de pocillo. Las células se incubaban durante 6 horas y, posteriormente, se 
añadía el 70% del volumen restante de medio sin polibrene, dejándolas de nuevo 





7.6 Ensayos de viabilidad celular 
7.6.1 Saccharomyces cerevisiae 
Para comprobar la viabilidad de células de levaduras, se usaron test de diluciones 
seriadas o de gotas. Con este fin, se crecía un cultivo en agitación durante toda la 
noche. Al día siguiente, el cultivo se diluía a D.O.600nm = 0,2 y se dejaba crecer hasta 
alcanzar una D.O.600nm ≈ 0,8. Posteriormente, se realizaban cinco diluciones 
seriadas 1/10 en agua miliQ estéril a partir de una dilución original del cultivo a 
D.O.600nm = 0,3. Por último, se sembraban 5 µl de cada dilución en placas con los 
medios adecuados en cada caso, se dejaban secar en la campana de flujo laminar, y 
se incubaban a la temperatura correspondiente y el tiempo necesario. 
 
7.6.2 Líneas celulares 
Para los ensayos de viabilidad celular de líneas celulares, se sembraban 100000 
células y se dejaban crecer durante 48 horas a 37°C. Pasado este tiempo, las células 
se recogían mediante tripsinización y se calculaba el número de células del cultivo. 
A continuación, se volvían a sembrar 100000 células por placa. Esta operación se 
repetía tantas veces como fuesen necesarias durante el tiempo que durase el 
experimento. 
 
7.7 Ensayo de pérdida de plásmido 
Para estudiar la inestabilidad genómica en S. cerevisiae, se transformaban las 
células de las estirpes de interés con el plásmido centromérico pRS316, que porta 
el gen URA3 el cual confiere prototrofía para uracilo a las células del fondo genético 




SD completo (es decir, no selectivo) y se cultivaban durante 23 generaciones. 
Pasado este tiempo, se seleccionaban varias colonias de cada zig-zag, se 
resuspendían en agua miliQ y se resembraban en placas de medio mínimo 
completo. Una vez que las colonias habían crecido, las placas se replicaban en 
medio mínimo sin uracilo para determinar el porcentaje de células que no habían 
sido capaces de mantener el plásmido y que, por tanto, no crecían en este medio. 
 
7.8 Sincronización de cultivos de S. cerevisiae 
7.8.1 Sincronización en G1 con factor alfa 
Para la sincronización de cepas MATa en fase G1, se inoculaban las estirpes y se 
dejaban crecer durante toda la noche en agitación. Al día siguiente, se diluía el 
cultivo a D.O.600nm = 0,2 y se añadía la feromona factor α a una concentración final 
de 5 μg/ml. El cultivo se incubaba en agitación durante una hora y media, y se 
volvía a añadir factor α a una concentración de 2,5 μg/ml. Tras la verificación al 
microscopio óptico del bloqueo de las células en G1 (esto ocurre normalmente a las 
2 horas y media tras iniciar la sincronización), se procedía a la liberación del 
cultivo. Para ello, se usaba un sistema de vacío consistente en un matraz kitasato 
acoplado a un filtro sobre el que se colocaba una membrana con tamaño de poro de 
0,8 μm (Pall Corporation). Al pasar el cultivo por la membrana, las células 
quedaban retenidas en esta, pero no así el medio de cultivo con la feromona. A 
continuación, se lavaba la membrana con diez volúmenes de medio usado para el 
cultivo con el fin de eliminar los restos de factor α. Por último, se introducía la 
membrana en un matraz con medio libre de feromona y se agitaba suavemente 





7.8.2 Sincronización en fase S con hidroxiurea 
Para el bloqueo en fase S haciendo uso de hidroxiurea, se llevaba a cabo en primer 
lugar una sincronización en G1 como se describe en el apartado 5.8.1. Las células 
se liberaban del bloqueo en G1 en medio con hidroxiurea a una concentración final 
de 200 mM. Este medio se preparaba justo antes de ser usado mediante la adición 
de hidroxiurea en polvo al medio de cultivo previamente atemperado (para 
favorecer la disolución de la droga). 
 
7.9 Análisis de la progresión del ciclo mediante el estudio de la 
gemación 
Para el análisis de la gemación, se tomaba 1 ml de cultivo y se fijaba en 
formaldehido al 3,7% en tampón KPi 0,1 M (pH = 6,4) a 4°C durante toda la noche. 
Posteriormente, las células se lavaban dos veces con KPi 0,1 M (pH = 6,4) y se 
resuspendían finalmente en 250 μl de KPi 0,1 M(pH = 6,4). En el momento de ser 
analizadas, las muestras se sonicaban durante 3 segundos a amplitud 10% 
(Sonicador Branson). Finalmente, se visualizaban en un microscopio óptico Primo 
Star (Zeiss) con un objetivo de 40X. 
 
7.9.1 Digestión de la pared celular con liticasa 
Para el estudio de la abscisión, las células se digerían con liticasa a una 
concentración de 80 U/ml durante 10 minutos a 37°C y en rotación. A 
continuación, las células se centrifugaban 1 minuto a 3500 rpm, se lavaban dos 





7.10 Análisis del contenido genómico mediante citometría de flujo 
(FACS) 
7.10.1 Saccharomyces cerevisiae 
Para el análisis del contenido de ADN en S. cerevisiae, se recogían las células de 1 
ml de cultivo y se fijaban en etanol frío al 70% a 4°Cdurante toda la noche. 
Posteriormente, la muestra se lavaba tres veces con PBS 1X y se incubaba con 
RNasa A (1 μg/ml) en 100 μl de PBS 1X a 37°C durante dos horas. Pasado este 
tiempo, las células se centrifugaban 1 minuto a 13000 rpm y se trataban con ioduro 
de propidio (5 μg/ml) en 1 ml de PBS 1X durante al menos una hora a temperatura 
ambiente y en oscuridad. Antes de ser analizadas, las muestras se sonicaban 
durante 3 segundos a amplitud 10%. Finalmente, el estudio del contenido de ADN 
de las células se llevaba a cabo usando el sistema FACScalibur, y los datos obtenidos 
se procesaban mediante el software CellQuestPro. 
 
7.10.2 Líneas celulares 
Para el análisis del contenido genómico de las células, y con el fin de estudiar 
también la población no adherente, se recogía tanto el medio de cultivo donde se 
encontraban las células como el PBS 1X con el que se lavaban las células 
previamente a su tripsinización. El volumen recogido se centrifugaba durante 5 
minutos a 1500 rpm. Sobre este pellet se añadía el medio con las células una vez 
tripsinizadas. Todo este volumen se centrifugaba durante 5 minutos a 1500 rpm, y 
el pellet se lavaba con PBS 1X. Tras el lavado, las células se resuspendían en 200 μl 
de PBS 1X frío y se añadían 5 ml de etanol frío al 70% gota a gota mientras se 
agitaban con el vórtex a baja velocidad. Una vez añadido todo el etanol, las células 
se incubaban a 4°C un mínimo de dos horas y, pasado este tiempo, se recogían 
mediante centrifugación y se lavaban con 1 ml de PBS 1X frío. El pellet obtenido se 




PBS1X, y se incubaba durante 15 minutos a 37°C y en oscuridad. Finalmente, el 
contenido de ADN de las células se analizaba usando el sistema FACScalibur, y los 
datos obtenidos se procesaban usando el software CellQuestPro. 
 
7.11 Técnicas de microscopía 
7.11.1 Análisis de la localización de proteínas fluorescentes en S. cerevisiae 
La preparación de células para visualizar proteínas etiquetadas con GFP, eGFP, 
mCherry o CFP se realizó según el protocolo descrito en Monje-Casas y Amon, 2009 
(389). En resumen, se centrifugaba 1 ml de cultivo durante 1 minuto a 3500 rpm y 
se fijaba en formaldehido al 2,5% en tampón KPi 0,1 M (pH = 6,4) durante 15 
minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, las células se lavaban dos 
veces con KPi 0,1 M (pH = 6,6), tras lo cual se resuspendían finalmente en KPi 0,1 M 
(pH = 7,4). Cuando se quería visualizar adicionalmente la morfología nuclear, las 
células se centrifugaban durante 1 minuto a 3500 rpm y se incubaban en etanol 
frío al 80% durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuación, las 
células se centrifugaban para eliminar los restos de etanol y, finalmente, se 
resuspendían en 70 µl de DAPI (10 μg/ml). Las muestras se analizaban usando un 
microscopio de fluorescencia DM6000 (Leica) equipado con objetivos de inmersión 
100x/1.40, filtros A4, L5, TX2 y CFP y una cámara digital DF350 CDD (Leica). Las 
imágenes de microscopía obtenidas se procesaban usando los programas LAS AF 
(Leica) e ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/). 
 
7.11.2 Tinción con calcoflúor 
Para la visualización de la pared celular de S. cerevisiae, las células se fijaban en 




temperatura ambiente, se lavaban dos veces con KPi 0,1 M (pH = 6,6) y, finalmente, 
se resuspendían en 250 µl de calcoflúor. 
 
7.11.3 Microscopía en tiempo real (time-lapse) 
Para los experimentos de microscopía en tiempo real de S. cerevisiae, se cultivaba la 
estirpe de interés en medio mínimo durante toda la noche. Al día siguiente, el 
cultivo se diluía a D.O.600nm = 0,2 y se dejaba crecer hasta D.O.600nm ≈ 0,6. A 
continuación, se tomaban 150 μl del cultivo y se añadían en una placa µ-dish 35 
mm (ibidi). Para inmovilizar las células, se colocaba sobre el volumen de cultivo 
añadido a la placa un disco de agarosa al 4% preparada en medio mínimo S. 
Posteriormente, para evitar la desecación de la muestra, se añadían 600 μl del 
medio mínimo usado para el cultivo alrededor del disco de agarosa. Mediante una 
estación Leica AF6000 y un microscopio DMI6000 con una cámara Hamamatsu 
ORCA-ER acoplada, se adquirían 7 imágenes seriadas en el eje z espaciadas 0,78 
μm en el filtro L5 y DIC cada 2 minutos, y se representaba la proyección máxima. 
 
7.11.4 Inmunofluorescencia 
7.11.4.1 Preparación de anticuerpos para inmunofluorescencia 
Para todas las técnicas de microscopía de S. cerevisiae que requieren el uso de 
anticuerpos que no reconocen proteínas endógenas, y con objeto de eliminar 
uniones inespecíficas, se preabsorbieron los anticuerpos anti-HA, anti-ratón-Cy3 y 
anti-rata-FITC usando esferoplastos de levaduras. 
Para la preparación de los esferoplastos, se partía de un cultivo de 50 ml de la 




centrifugaban 5 minutos a 3000 rpm, se resuspendían en 50 ml de formaldehido al 
3,7% en tampón KPi 0,1 M (pH = 6,4) y se incubaban a 4°C durante toda la noche 
en rotación. Posteriormente, las células se lavaban tres veces con 50 ml de tampón 
KPi 0,1 M (pH = 6,4) y se trataban con100 µl de zimoliasa 100T y 1 ml de glusulasa 
en 10 ml de sorbitol-citrato 1,2 M a 30°C durante una hora y en agitación. Para 
parar la digestión de la pared celular, las células se lavaban con 50 ml de sorbitol-
citrato 1,2 M y se recogían mediante centrifugación durante 5 minutos a 1000 rpm. 
Por último, las células, ya esferoplastos, se resuspendían en 5 ml de sorbitol-citrato 
1,2 M y se conservaban a -20°C. 
Para la preabsorción de los anticuerpos, se mezclaban 200 µl del anticuerpo de 
interés con 200 µl de esferoplastos de levadura. La mezcla se incubaba en rotación 
a temperatura ambiente durante 20 minutos. Pasado este tiempo, se centrifugaba 5 
minutos a 1000 rpm y el sobrenadante se pasaba a un tubo nuevo donde se volvían 
a añadir 200 µl de esferoplastos. Esta operación se repetía un total de cinco veces, 
tomándose como definitivo el sobrenadante de la última centrifugación. Con este 
procedimiento, se generaba una dilución del anticuerpo preabsorbido de 1/6 con 
respecto a la concentración original. Por último, se realizaban alícuotas del 
anticuerpo preabsorbido y se conservaban a -20°C. 
 
7.11.4.2 Inmunofluorescencia para la visualización de tubulina en S. 
cerevisiae 
Para la visualización de tubulina mediante inmunofluorescencia se siguió el 
protocolo descrito en Visintin et al., 1999(390). En concreto, se centrifugaba 1 ml de 
cultivo durante 1 minuto a 13000 rpm y se fijaba en formaldehido al 3,7% en 
tampón KPi 0,1 M (pH = 6,4) a 4°C durante toda la noche. Tras la fijación, las células 
se lavaban dos veces con tampón KPi 0,1 M (pH = 6,4) y se digerían en 222 μl de 
solución de digestión (200 μl de sorbitol-citrato 1,2 M, 20 μl de glusulasa y 2 μl de 




digerida, la muestra se centrifugaba durante 2 minutos a 3000 rpm, se lavaba dos 
veces con sorbitol-citrato 1,2 M y las células se resuspendían en un volumen 
adecuado de sorbitol-citrato 1,2 M que dependía del tamaño del pellet. 
Posteriormente, se añadían 5 μl de células por pocillo en un portaobjetos 
previamente tratado con polilisina (Sigma) al 0,1%, y se incubaban en una 
superficie plana durante 10 minutos. Pasado este tiempo, se retiraba el exceso de 
células de los pocillos mediante succión con bomba de vacío. El portaobjetos con 
las células se incubaba durante 3 minutos en metanol frío y, acto seguido, durante 
10 segundos en acetona fría. A continuación, se añadían a cada pocillo 5 μl de 
anticuerpo primario (anti-tubulina; Abcam) a una concentración 1:250 en PBS-BSA 
y el portaobjetos se incubaba en cámara húmeda durante dos horas a temperatura 
ambiente. Tras la incubación, los pocillos se lavaban 5 veces con PBS-BSA. Cada 
lavado consistía en añadir 5 μl del tampón a cada pocillo y retirarlo con la bomba 
de vacío. Una vez realizados los lavados, se añadían a cada pocillo 5 μl de 
anticuerpo secundario (anti-rata-FITC; Jackson InmunoResearch) a una 
concentración 1:250 en PBS-BSA, y el portaobjetos se incubaba en cámara húmeda 
durante dos horas a temperatura ambiente y en oscuridad. De nuevo, los pocillos se 
lavaban 5 veces con PBS-BSA. Por último, se añadía medio de montaje con DAPI a 
los pocillos, se colocaba el cubreobjetos y se sellaba la preparación con laca de 
uñas. 
 
7.11.4.3 Preparación de cromosomas mitóticos de S. cerevisiae 
Para obtener preparaciones de cromosomas mitóticos de S. cerevisiae 
(“chromosome spreads”), se centrifugaban 2 ml de cultivo durante 2 minutos a 1500 
rpm. El pellet se resuspendía en 200μl de sorbitol-KAc, a los que se les añadían 2μl 
de DTT 1M y 5μl de zimoliasa 20T para digerir la pared celular. Las células se 
incubaban a 30°C y en agitación durante 20 minutos. Una vez digeridas, las células 
se centrifugaban1 minuto a 2000 rpm, y el pellet se resuspendía en 1 ml de MES-




obtenido se resuspendía en 200μl de MES frío, añadiendo de forma seguida 720μl 
de paraformaldehido al 4% (SantaCruz). A continuación, se vertían 250μl de las 
células ya tratadas sobre el portaobjetos, previamente lavado con etanol absoluto y 
seco, y se colocaba un cubreobjetos. Esta preparación se incubaba durante 30 
minutos a temperatura ambiente con el fin de adherir las células a la superficie del 
portaobjetos. Pasado este tiempo, se retiraba el cubreobjetos, se lavaba la 
preparación con photoflo, y se dejaba reposar durante 2 minutos. Por último, la 
preparación se dejaba secar en una campana de extracción y, una vez seca, se 
seguía con el protocolo de inmunofluorescencia. En concreto, el portaobjetos con 
las células esparcidas se lavaba con PBS 1X y, a continuación, se incubaba en 
tampón de bloqueo al menos 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, 
la preparación se lavaba con PBS 1X y se incubaba con el anticuerpo primario 
(anti-HA.11; Covance) a concentración 1:250 diluido en tampón de bloqueo a 4°C 
durante toda la noche en cámara húmeda. Al día siguiente, la preparación se lavaba 
con PBS 1X y se incubaba con el anticuerpo secundario (anti-ratón-Cy3; Jackson 
InmunoResearch) diluido en tampón de bloqueo durante dos horas a temperatura 
ambiente, en cámara húmeda y en oscuridad. Pasado este tiempo, el portaobjetos 
se volvía a lavar con PBS 1X y se añadía medio de montaje Vectashield (Vector 
laboratories) con DAPI (0,5 μg/ml). Finalmente, se colocaba el cubreobjetos y la 
preparación se sellaba con laca de uñas. 
 
7.11.4.4 Inmunofluorescencia de tubulina de líneas celulares 
Para la inmunofluorescencia de líneas celulares adherentes, las células se 
cultivaban sobre cubreobjetos en placas de 24 pocillos y, posteriormente, se fijaban 
con paraformaldehido al 4% durante 10 minutos a temperatura ambiente. Para 
eliminar el paraformaldehido, los cubreobjetos con las células se lavaban tres veces 
con PBS 1X y se incubaban con solución de permeabilización durante 2 minutos a 
temperatura ambiente. Tras la permeabilización, los cubreobjetos se lavaban con 




(p/v) disuelto en PBS 1X durante 30 minutos a temperatura ambiente. Pasado este 
tiempo, se retiraba la solución de bloqueo y las células se incubaban en agitación 
con anticuerpo primario (anti-tubulina; Sigma) a concentración 1:1000 en BSA al 
1% (p/v) preparado en PBS 1X durante 30 minutos. A continuación, los 
cubreobjetos se lavaban tres veces con PBS-T durante 5 minutos y, una vez lavados, 
se incubaban en agitación con anticuerpo secundario (anti-ratón Alexa Fluor 594; 
Jackson InmunoResearch) a concentración 1:15000 en BSA 1% durante 30 
minutos, tras lo cual se volvían a lavar tres veces con PBS-T. Posteriormente, las 
células se incubaban con DAPI (1 μg/ml) en PBS 1X durante 5 minutos, y se 
lavaban una vez con PBS 1X y una vez con agua destilada. Finalmente, se añadía 
medio de montaje Vectashield al portaobjetos sobre el que se colocaban los 
cubreobjetos, sellando después las preparaciones con laca de uñas. Las muestras se 
analizaban al microscopio de fluorescencia DM6000 (Leica) equipado con objetivos 
de inmersión 40x/1.40, filtros A4, L5, TX2 y CFP y una cámara digital DF350 CDD 
(Leica) y las imágenes se procesaban usando los programas LAS AF (Leica) e 
ImageJ. 
 
7.12 Análisis de los niveles de expresión mediante PCR cuantitativa 
Para el análisis de los niveles de expresión mediante PCR cuantitativa, en primer 
lugar, se eliminaba la posible contaminación de ADN genómico de la muestra de 
ARN, tratando con 1 U de DNasa I/µg de ARN a 37°C durante 30 minutos. Para 
inactivar la reacción, se añadía la solución de parada de la DNasa I y se incubaba 
durante 10 minutos a 65°C. Pasado este tiempo, se añadía una mezcla de 
hexámeros aleatorios (“random primers”; Promega) y se incubaba durante 5 
minutos a 70°C, tras lo cual la muestra se pasaba a hielo. Para sintetizar el ADN 
complementario al ARN, la muestra se trataba con la transcriptasa inversa MMLV y 
RNAsin (Roche) a 37°C durante una hora, siguiendo las recomendaciones del 
fabricante. Una vez listo el ADNc, la cuantificación de los niveles de expresión se 




reactivo para la PCR se usaba iTaq SYBR Green Supermix (Bio-Rad) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
 
7.13 Extracción de proteínas y análisis Western 
7.13.1 Extracción de proteínas de Saccharomyces cerevisiae 
La extracción de proteínas se realizó según el protocolo descrito en D’Aquino et al., 
2005(391). En resumen, se centrifugaban 12 ml de cultivo durante 5 minutos a 
3000 rpm, y el pellet se resuspendía en 10 ml de TCA al 5% (p/v) y se incubaba 
durante 10 minutos a 4°C. La muestra se volvía a centrifugar durante 5 minutos a 
13000 rpm y a 4°C, se retiraba el sobrenadante, y el pellet se resuspendía en 1 ml 
de acetona. Posteriormente, la muestra se agitaba en un vórtex, y se centrifugaba 7 
minutos a 13000 rpm y a 4°C. El pellet se dejaba secar en una campana de 
extracción durante al menos dos horas. Pasado este tiempo, se resuspendía en 150 
μl de tampón de rotura para proteínas, se añadía el mismo volumen de bolas de 
vidrio, y se agitaba la mezcla durante 45 minutos en el vórtex a máxima velocidad y 
a 4°C. Posteriormente, a cada muestra se le añadían 75 μl de tampón SDS 3X, se 
hervía a 100°C durante 5 minutos en un termobloque y se centrifugaba durante 5 
minutos a 13000 rpm y a 4°C. Por último, el sobrenadante se pasaba a un tubo 
limpio para eliminar los posibles restos celulares del extracto proteico y se 
conservaba a -20°C hasta su uso. 
 
7.13.2 Extracción de proteínas de líneas celulares 
Las células tripsinizadas se resuspendían en tampón Laemli 2X a una 
concentración final de 10000 células/µl. La muestra se hervía 5 minutos a 96°C y 




centrifugaba durante 15 minutos a 13000 rpm y a 4°C. Por último, el sobrenadante 
se pasaba a un tubo limpio para eliminar los posibles restos celulares del extracto 
proteico y se conservaba a -20°C hasta su uso. 
 
7.13.3 Tratamiento de muestras proteicas con fosfatasa alcalina 
Para la extracción de proteínas que iban a ser tratadas posteriormente con 
fosfatasa alcalina, se siguió el protocolo descrito en el apartado 5.13.1., con la 
salvedad de que se usaba tampón de fosfatasa alcalina en lugar de tampón de 
rotura de proteínas. Tras la agitación en el vórtex, la muestra se centrifugaba 
durante 15 minutos a 13000 rpm y a 4°C, y se tomaban 50 µl del sobrenadante 
para seguir con el tratamiento con fosfatasa alcalina. A los 100 µl restantes se les 
añadían 50 µl de tampón SDS 3X, se hervían durante 5 minutos y, por último, se 
centrifugaban y el sobrenadante se pasaba a un tubo limpio. El volumen de 
muestra tomado para el tratamiento con fosfatasa alcalina se incubaba en rotación 
suave con 3,3 U de fosfatasa alcalina/µl de muestra durante 12 horas a 37°C. 
Pasado este tiempo, se añadía tampón SDS 3X a una concentración final de 1X, y la 
muestra se hervía durante 5 minutos a 100°C. Las muestras tratadas y no tratadas 
con fosfatasa se conservaban a -20°C. 
 
7.13.4 Análisis Western 
7.13.4.1 Saccharomyces cerevisiae 
Para la separación electroforética de las muestras proteicas se usaban geles de 
SDS-poliacrilamida. El porcentaje de acrilamida empleado en cada caso dependía 
del tamaño de la proteína de interés. Los extractos proteicos se corrían en un 




usaba un patrón preteñido de tamaños (ProSieve Color Protein Marker; Lonza). 
Tras finalizar la electroforesis, las proteínas se transferían desde el gel a una 
membrana de nitrocelulosa (Hybond-ECL; GE Healthcare) durante 2 horas a 400 
mA usando un sistema de transferencia húmeda (Amershan Biosciences). La 
eficiencia de la transferencia se comprobaba mediante incubación de la membrana 
con solución Ponceau S. La membrana se bloqueaba, a continuación, durante dos 
horas a temperatura ambiente y agitación suave, tras lo cual, se incubaba con el 
anticuerpo primario a 4°C durante toda la noche. Para eliminar el exceso de 
anticuerpo, la membrana se lavaba tres veces con PBS-T durante 15 minutos y se 
incubaba con el anticuerpo secundario durante 2 horas a temperatura ambiente. 
Por último, la membrana se lavaba nuevamente tres veces con PBS-T durante 15 
minutos. La detección de las proteínas se llevaba a cabo mediante el sistema de 
quimioluminiscencia Western Bright ECL System (Advansta). 
Las condiciones específicas de bloqueo y de incubación con los anticuerpos se 
recogen en las Tablas 3 y 4, respectivamente. 
 
7.13.4.2 Líneas celulares 
Para la separación electroforética de las muestras proteicas se usaban geles de 
SDS-poliacrilamida. El porcentaje de acrilamida empleado en cada caso dependía 
del tamaño de la proteína de interés. Los extractos proteicos se corrían en un 
sistema Mini-Protean (Biorad) a 70 mA. Como marcador de peso molecular se 
usaba un patrón preteñido de tamaños. Tras finalizar la electroforesis, las proteínas 
se transferían desde el gel a una membrana de PVDF (Biorad), previamente 
activada con metanol, durante 2 horas a 90 V usando un sistema de transferencia 
húmeda (Biorad). A continuación, la membrana se bloqueaba con el tampón 
comercial de Odissey (LI-COR Biosciences) durante una hora a temperatura 
ambiente y agitación suave. Posteriormente, la membrana se incubaba con el 




anticuerpo, la membrana se lavaba tres veces con TBS-T durante 15 minutos, y se 
incubaba con el anticuerpo secundario a la dilución correspondiente durante 2 
horas a temperatura ambiente y en oscuridad. Pasado este tiempo, la membrana se 
lavaba tres veces con TBS-T durante 15 minutos, una vez con TBS 1X, y se 
escaneaba, una vez seca, con un sistema Odyssey CLx usando el programa 
ImageStudio Odyssey CLx. En el caso del análisis de los niveles de H3, H3S10P y 
p53, se usaban membranas de nitrocelulosa para la transferencia y como sistema 
de detección se empleaba la quimioluminiscencia.  
Las condiciones específicas de bloqueo y de incubación con los anticuerpos se 















Tabla 1. Estirpes utilizadas 
Estirpe Genotipo 
F142 MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, mad1::HIS3MX6 
F144  MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, pds1::PDS1-3HA::HIS3MX6 
F217  MATa, NDC80-CFP::TRP1, mad2::MAD2-yEGFP-HIS 
F256  MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, trp1::pGAL-IPL1::TRP1 
F267 MATa, ipl1-321 
F302  MATa, NDC80-GFP::URA3, IPL1-6HA::HIS3MX6 
F323 MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, CenIV::tetOx448::URA3, ipl1-321 
F350 MATa, mad1::HIS3MX6 
F496  MATa tipo silvestre 
F947  
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, trp1::pGAL-IPL1::TRP1, 
ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3 
F953  MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3 
F955  MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3 
F980  
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, pds1::PDS1-3HA::HIS3MX6, 
trp1::pGAL-IPL1::TRP1, ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3 
F1120 
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, trp1::pGAL-IPL1::TRP1, 
ura3::pGAL-SLI15::URA3, his3::pGAL-GLC7::HIS3 
F1124 MATa, pIPL1::TRP1-pMET3-UB-DHFR-IPL1 
F1191  
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, pds1::PDS1-3HA::HIS3MX6, 
trp1::pGAL-IPL1::TRP1 
F1196  
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, pds1::PDS1-3HA::HIS3MX6, 
ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3 
F1357  MATa, ura3::pRS306-mCherry-TUB1::URA3, BIR1-yEGFP::SpHIS5 






MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, pds1::PDS1-3HA::HIS3MX6, 
trp1::pGAL-IPL1::TRP1, ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3, mad1::HIS3MX6 
F1417  
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, trp1::pGAL-IPL1::TRP1, 
ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3, spc42::SPC42-mCherry::KanMX6 
F1483  MATa, spc42::SPC42-mCherry::KanMX6, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3 
F1517 
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, pIPL1::TRP1-pMET3-UB-DHFR-
IPL1 
F1562  
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, trp1::pGAL-IPL1::TRP1, 
ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3, spc42::SPC42-mCherry::KanMX6, nup159::NUP159-GFP-
TRP1 
F1570  MATa, ura3::pAFS125-TUB1-GFP::URA3 
F1595 MATa, pIPL1::TRP1-pMET3-UB-DHFR-IPL1-3HA::HIS3MX6 
F1611  
MATa, CenIV::tetOx448::URA3, trp1::pGAL-IPL1::TRP1, his3::pGAL1-10-SLI15::HIS3, 
ura3::pRS306-mCherry-TUB1::URA3, BIR1-yEGFP::SpHIS5 
F1640  MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, his3::pGAL-BIR1::HIS3 
F1642  
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3, 
his3::pGAL-BIR1::HIS3 
F1644  
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, CenIV::tetOx448::URA3, trp1::pGAL-IPL1::TRP1, 
his3::pGAL-BIR1::HIS3 
F1646 
 MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, CenIV::tetOx448::URA3, trp1::pGAL-IPL1::TRP1, 
ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3, his3::pGAL-BIR1::HIS3 
F1670  MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, CenIV::tetOx448::URA3, pMET-CDC20::URA3 
F1696 MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, ipl1-as5::HIS3::ipl1::KanMX6 
F1700  
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, CenIV::tetOx448::URA3, trp1::pGAL-IPL1::TRP1, 
ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3, ahc1::His3MX6 
F1704 MATa, ura3-1::ADH1-OsTIR1-9Myc(URA3), CDC20-AID::kanMX. 
F1735  
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, CenIV::tetOx448::URA3, trp1::pGAL-IPL1::TRP1, 
ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3, his3::pGAL-ASE1::HIS3 
F1753  MATa, his3::pIPL1-IPL1::HIS3 
F1754  MATa, trp1::pSLI15-SLI15::TRP1 
F1803  
MATa, ura3::pAFS125-TUB1-GFP::URA3, trp1::pGAL-IPL1::TRP1, his3::pGAL1-10-
SLI15::HIS3 




nup159::NUP159-GFP-TRP1, trp1::pGAL-IPL1::TRP1, ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3, 
mad1::HIS3MX6 
F1845  
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, CenIV::tetOx448::URA3, trp1::pGAL-IPL1::TRP1, 
ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3, mad1::HIS3MX6 
F1901 
MATa, leu2::pURA3::tetR-GFP::LEU2, cenV::tetO2x112::HIS3, trp1::pGAL-IPL1::TRP1, 
ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3 
F1906 
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, CenIV::tetOx448::URA3, trp1::GAL-IPL1::TRP1, 
ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3 
F1908  
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, spc42::SPC42-mCherry::KanMX6, CenIV::tetOx448::URA3, 
trp1::pGAL-IPL1::TRP1, ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3, his3::pGAL-ASE1::HIS3 
F1910  
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, CenIV::tetOx448::URA3, spc42::SPC42-mCherry::KanMX6, 
trp1::pGAL-IPL1::TRP1, ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3, his3::pGAL-ASE1::HIS3, 
mad1::HIS3MX6 
F1912  
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, pds1::PDS1-3HA::HIS3MX6, 
trp1::pGAL-IPL1::TRP1, ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3, his3::pGAL-ASE1::HIS3 
F1927  
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, CenIV::tetOx448::URA3, trp1::pGAL-IPL1::TRP1, 
ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3, mad1::HIS3MX6, spc42::SPC42-mCherry::KanMX6 
F1940 
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, ura3-1::ADH1-OsTIR1-
9Myc(URA3), pIPL1::TRP1-pMET3-UB-DHFR-IPL1-3HA::HIS3MX6, CDC20-AID::kanMX. 
F1942 
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, ura3-1::ADH1-OsTIR1-
9Myc(URA3), pIPL1::TRP1-pMET3-UB-DHFR-IPL1-3HA::HIS3MX6, CDC20-AID::kanMX, 
mad1::HIS3MX6.  
F1948  
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, CenIV::tetOx448::URA3, pMET-CDC20::URA3, trp1::pGAL-
IPL1::TRP1, ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3 
F1951  MATa, ura3::pRS306-mCherry-TUB1::URA3, ASE1-yEGFP::SpHIS5 
F1956 
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, IPL1-as5::HIS3::ipl1::KanMX6, 
mad1::HIS3MX6. 
F1963  
MATa, NDC80-CFP::TRP1, mad2::MAD2-yEGFP-HIS, trp1::pGAL-IPL1::TRP1, ura3::GAL-
SLI15::URA3 
F1982  
MATa, ura3::pRS306-mCherry-TUB1::URA3, ASE1-yEGFP::SpHIS5, 
trp1::pGAL-IPL1::TRP1, his3::pGAL1-10-SLI15::HIS3 
F1988 





F1989 MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, hht1::NatMX4 
F2002 
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, CenIV::tetOx448::URA3, trp1::GAL-IPL1::TRP1, his3-
11,15::pGAL1-10-SLI15::HIS3, hht1::NatMX4 
F2008  MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, trp1::pGAL-ipl1-D227A::TRP1 
F2010 
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, CenIV::tetOx448::URA3,trp1::GAL-IPL1::TRP1,  
his3-11,15::pGAL1-10-SLI15::HIS3, hht1::NatMX4, hht2::[H3S10A]-URA3 
F2019  MATa, his3::pIPL1-IPL1::HIS3, trp1::pSLI15-SLI15::TRP1 
F2021  
MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, trp1::pGAL-ipl1-D227A::TRP1, 
ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3 
F2242 MATa, pURA3::tetR::GFP::LEU2, cenIV::tetOx448::URA3, his3::pGAL-AURKB::HIS3 
F2263  
MATa, NDC80-GFP::URA3, IPL1-6HA::HIS3MX6, trp1::pGAL-IPL1-3HA::TRP1, 
ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3 
F2273  MATa, DAM1-3HA::HIS3MX6 
F2274  MATa, DAM1-3HA::HIS3MX6, trp1::pGAL-IPL1::TRP1, ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3 
F2288  
MATa, trp1::pGAL-IPL1::TRP1, ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3, ase1::KanMX, 
pSB962::ase1-5A::LEU2 
F2289  MATa, ase1::KanMX, pSB962::ase1-5A::LEU2 
F2290  MATa, scc1::pMET3-SCC1-18Myc::TRP1, cdc20::pMET3-CDC20::URA3 
F2291  
MATa, scc1::pMET3-SCC1-18Myc::TRP1, cdc20::pMET3-CDC20::URA3,  
his3::pGAL-ASE1::HIS3 
F2299  MATa, ase1::KanMX, pSB152::ASE1::LEU2 
F2300  
MATa, trp1::pGAL-IPL1::TRP1, ura3::pGAL1-10-SLI15::URA3, ase1::KanMX, 
pSB152::ASE1::LEU2 
F2414 MATa, ipl1-321, mad1::HIS3MX6 




















SLI15-RT-PCR-rvs1 5’- TGGTGAGGATTTTTCGCTTTC-3’  
 
Tabla 3. Condiciones de bloqueo usadas en análisis Western 
Proteína o epítopo Origen de la muestra Tampón de bloqueo 
Aurora B Humano  Odissey 
Ciclina B1 Humano PBS-T leche 5% 
Clb2 Levadura TBS1X leche 5% 
GFP Levadura PBS-T leche 5% 
H3 Levadura, humano PBS leche 5% 
H3S10P Levadura, humano PBS leche 5% 
HA Levadura PBS-T 5% leche 
INCENP Humano Odissey 
Lamina A/C Humano Odissey 
Lamina B1 Humano Odissey 
Myc Levadura PBS-T leche 5% 
p53 Humano PBS-T leche 5% 
Pgk1 Levadura PBS-T leche 5% 
Tubulina Humano PBS-T leche 5% 








Anticuerpo primario Anticuerpo secundario 












PBS-T leche 1% 
BSA 1%  
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S. cerevisiae, líneas celulares 
H3 
TBS 1X  








PBS 1X  












Tabla 5. Homólogos de proteínas de humanos y de Saccharomyces cerevisiae 
Humanos S. cerevisiae 



















APC/C: Complejo Promotor de Anafase/Ciclosoma. 
CDK: Quinasa dependiente de ciclina. 
CIN: Inestabilidad cromosómica. 
CPC: Complejo pasajero del cromosoma. 
D.O.: Densidad óptica. 
DEPC: Dietil pirocarbonato. 
DIC: Microscopía diferencial de contraste de interferencia. 
DTT: Ditiotreitol. 
FA: Fosfatasa alcalina. 
FACS: Citometría de flujo. 
FOA: Ácido 5-fluorótico. 
HU: Hidroxiurea. 
IAA: Auxina natural. 
KAc: Acetato potásico. 
KPi: Fosfato potásico. 
MCC: Complejo del punto de control mitótico 
MET: Metionina. 
n.s.: No significativas. 
p/v: Porcentaje peso de soluto / volumen de disolución 
PCM: Microscopía de contraste de fases. 
PFA: Paraformaldehído. 
PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo. 
PP1: Proteína Fosfatasa 1. 
rpm: Revoluciones por minuto. 
SAC: Punto de control de ensamblaje del huso. 
SDS: Dodecil-sulfato sódico (sodium dodecyl sulfate). 
SEM: Desviación estándar de la media. 
SPB: Cuerpo polar del huso mitótico. 
TCA: Ácido Tricloroacético. 
U: Unidad enzimática. 
v/v: Porcentaje volumen de soluto / volumen de disolución. 
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“The more I learn,  
the more I realize how much I don't know”  
Albert Einstein 
